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INTRODUCTION 



Nous nous étions proposé, au début de ce travail, de détermi- 
ner microcbimiquerBenl moins le mode de répartition du tanin dans 
diverses plantes, que l'époque de son apparition et surtout son 
mode de formation. 

Les premières lecherchea entreprises, ayant fourni des résultats 
insuffisamment précis el difficiles à coordonner, nous ont entraîné 
vers un but un peu différent. Un basard heureux nous fit choisir le 
Marronnier comme sujet d'étude, et nous nous trouvâmes bientôt 
en présence de faits qui retinrent notre attention. 

La localisation du tanin dans la tige A'/Eaculus n'offre rien de 
bien différent des résultats observés avec d'autres plantes; mais 
les réactions microchimiques entreprises pour fixer la répartition 
de l'esculine amenèrent bientôt à cette conclusion, que le gluco- 
side se trouve situé dans des cellules semblables, sinon identiques, 
à celles qui renferment le tanin. Chercher une réaction sûre per- 
mettant de localiser facilement et avec netteté l'esculme, déter- 
miner les conditions d'action du réactif furent dès lors l'objet de 
nos nouvelles recherches. 

En possession d'une technique que nous croyons irréprochable, 
il était facile de se rendre compte de l'évolution du tanin dans la 
plante en suivant pas à pas le développement de l'embryon. 
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La lumière pouvant jouer un très grand rftie dans la formalion 
de cette substance, il importait d'étudier son action sur de jeunes 
plantes ou des germinations coraplèlement développées à l'obs- 
curité. 

Nous avons ainsi obtenu une première série de résultats que l'on 
trouvera consignés dans le second chapitre. 

La reoberche et la iocali^tion du tanin ne présentaient guère de 
dirticullés, mais il nous a fallu démontrer par une expérience 
aussi convaincante que possible que le tanin et l'esculine se trou- 
vent réunis cftte à cOte dans les mOmes cellules. Ces deux produits 
existenl-ils simplement dans ce» éléments ou bien, au contraire, 
formeni-ils entre eu\ une combinaison partielle ou totale ? 

C'est, là une question intéressante qui nous a entraîné un peu en 
debors du sujet, mais qu'il importail de fixer, et par suite a forcé à 
quelques incursions dans le domaine de la chimie. Ces recherches 
prouveront que l'escuUne et l'acide esculitannique forment un 
composé complexe, un tanno-glucoside (voisin des doubles gluco- 
sides) — doppelglycoside — d'Aweng, qui est le véritable tanin 
physiologique existant dan^ la plante. 

La même série d'études Fut appliquée à des plantes renfermant 
des composés de formule voisine de celle de l'esculine ou totale- 
ment différente de celte dernière. Nous avons pu déterminer les 
méthodes de localisation de ces produits el montrer leur coexis- 
tence avec le tanin dans des cellules spéciales. 

Nous nous sommes adressé surtout aux végétaux renfermant des 
glucosides connus, tels que la fraxine, la daphnine, la fustine, la 
salicine ou des composés spéciaux, tels que la caféine. 

Dans toute celle élude nous nous sommes attaché à exposer 
avec un soin minutieux, sans crainte de répétition parfois fasti- 
dieuse, les méthodes qui nous ont servi à ces recherches cl qui ont 
donné les meilleurs résultats. En un mot, nous nous sommes eiïorcé 
de meltre entre les mains des travailleurs qui aborderont ces ques- 
tions spéciales une technique aussi parfaite que possible. 

Ce mémoire comprend quatre parties divisées de la manière sui- 
vante : 
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PREMIÈRE PARTIE 

Des méthodes de localisation des principes actifs 
chez les végétaux. 

DEUXIÈME PARTIE 

Reclierclies sur I'^scdIdb Hlppocastannm 
et le Pavla robra : 

Chapitre premier. — De l'EsouUne, propriétés et réactions qui 
permettent sa localisation. 

C.HAP1THE II. — LocalisalioD spéciale de l'Esculine dans les 
tissus des organes de VJEsculus lUppocaslanum. 

Chapitre III. — Répartition des cellules à esculine dans les 
tissus des différents organc^de Y/Esculus Ilippncafttanuni. 

CitAPiTKE IV. — Acide esoulltannique. Sa répartilion dans le 
végétal. Ses rapports avec l'esculine. 

Chapitre V. — De l'esculine dans le Pavia rabra. 



TROISIÈME PARTIE 
Recherches concernant d'antres glncosldes : 

Chapitre premier. — Localisation de la Fustlne dans le Rhua 
colinus L. 

Chapitre II, — Localisation de la Fraxlne dans le Fraximis 
excelsior L. 

Chapitre III. — Localisation de la Dapbnlne dans le Daphne 
alpina L. 

Chapitre IV. — Localisation de U Sallclnedansle5a'/a; albah. 

Chapitre V. — Essais de localisation de ta Caféine dans le Thea 
sinensis L. et le Cola acuminala R. Br. 

QUATRIÈME PARTIE 
Conclusions. 
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Ce Iravail a été fait au laboratoire Je Matière médicale de l'Ecole 
supérieure de pharmacie de Paris et, pour quelques expériences 
chimiques, au laboratoire de M. Haller, 6 la Sorbonne, où nous 
avons reçu ta plus bienveillante hospitalité. 

M. G. Planchon encouragea rios premières recherches et nous 
porta un si grand intérêt qu'en témoignage de nos sentiments de 
respectueuse gratitude nous dédions ce travail à la mémoire de 
notre regretté Maître. 

Nous remercions bien sincèrement son successeur, M. E. Pebbot, 
qui, en nous laissant l'indépendance la plus complète, nous a guidé 
de ses conseils,' soutenu.de ses encouragements précieux, et nous 
lui témoignons toute nolte reconnaissance pour la bienveillante 
sollicitude dont il n'a cessé de nous entourer. 

C'est aussi pour nous un agréable devoir d'adresser nos remer- 
ciements à notre ami Ciiaron, chef du laboratoire de chimie oi^a- 
nique à la Sorbonne, pour les nombrei^x conseils techniquen qu'il 
nous a prodigués pendant le cours de nos recherches chimiques, à 
M. le docteur Dohvkavx, le savant bibliothécaire de l'Ecole de phar- 
macie, pour l'intérêt qu'il nous a témoigné, ainsi qu'à M. Gillot, le 
sous-bibliothécaire, pour la complaisance avec laquelle il s'est mis 
à notre disposition pendant nos recherches bibhographiques. 

M. le professeur Bk^mer nousaégalement fourni de nombreuses 
indications bibliographiques concernant les tanins, qu'il veuille 
bien recevoir ici l'expression de nos sincères remerciements. 

Enfin, n'oublions pas non plus MM. Henhï, chef de culture au 
Muséum, Demm-lï, jardinier-chef de l'Ecole de pharmacie, Cail et 
jÉiioMK, jardiniers du Muséum, pour le gracieux concours qu'ils 
nous ont prêté, ainsi que les dessinateurs MM. Bonard et Duval, 
qui ont apporté le plus grand soin dans l'exécution délicate des 
planches et dessins qui accompagnent notre texte. 
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PREMIÈRE PARTIE 

DES MËTfiODBS DE tOCALlSATION 
DES PRINCIPES ACTIFS CHEZ LES VÉGÉTAUX 



Depuis quelques années on s'est occupé de déterminer dans quels 
éléments des divers tissus de la plante s'accumulaient de préfé- 
rence les substances Tormées par les nombreuses actions chimiques 
qui se produisent dans le végétal, pendant le cours de son exis- 
tence. De ik toutes ces publications concernant la localisation, 
dans les tissus des végétaux, des substances les plus diverse^ (alca- 
loïdes, glucosides, ferments solublcs), qui enricbisseiit chaque jour 
la littérature botanique. 

Presque toujours Télùde de la localisation est basée sur les 
caractères chimiques de la substance, et de telles recherches néces- 
sitent la connaissance des propriétés chimiques du composé et de 
ses réactions applicables à la localisation cellulaire. Les méthodes 
microchimiques sont par suite les seules employées en localisation. 

Un certain notnbre d'observateurs ont employé dans un &u\te but 
les réactions chimiques pour la recherche de certaines substances, 
telles que la caféine ; mais ainsi on n'obtient pas ce qu'on peut 
appeler une localisation, mais seulement une preuve certaine de la 
présence du produit dans le végétal. 

Une localisation vraie consiste, non seulement ù affirmer la pré- 
sence de la substance que l'on soupçonne, mais encore à déterminer 
d'une fa<;on précise dans quels tissus, et même dans quelles 
cellules, celte substance se rencontre à l'exclusion d'autres élé- 
ments. 



dbyGOOgIC 



Errera ( ( )< s' compélenl en ce genre de travaux, a déjà déiînî le 
rôle des réactifs en localisation. 

« Que l'on regarde un précipité à l'oeil nu, à la loupe ou au 
microscope, le résultat est toujours le même. Le caractère essentiel 
de la microchimie conaiste non dans la recherche de petites quan- 
tités, mais dans leur localisation. » 

Les méthodes actuellement usitées sont peu nombreuses et 
variables avec chaque plante. 

Il faut ranger en première ligne, et comme fournissant les meil- 
leurs résultats, les réactions colorées. Elles ne sont malheureu- 
sement pas applicables dans tous les cas, soit à cause de la trop 
petite quantité de produits réagissant, soit par suite de l'action 
destructive du réactif sur les tissus du végétal. Elles' ont été 
employées avec succès par Erhrra, Maistdiau, Clautbiau, Gui- 
GNARD, L. Sauvan. Ces méthodes ont permis égale mt^nt de conduire 
ee travail à bonne fin. 

Une deuxième méthode consiste à provoquer, dans la cellule, la 
précipitation du corps à caractériser, soit sous forme de sel, comme 
pour la berbérine que l'on fait cristalliser à l'état de nitrate, soît 
en le faisant cristallii^er directement dans la cellule qui le contient 
[inuline, tyrosine (2), etc.]. 

Enfin, la méthode la plus générale qui ait permis è ces éludes 
de prendre une si grande extension a été proposée par Errera 
en 1889. 

Elle consiste à plonger les coupes dans un réactif approprié — le 
plus souvent, l'iodure de potassium ioduré — et à examiner le préci- 
pité formé; onrecommencft l'expérience -sur des coupes débarrassées 
de l'alcaloïde par un séjour dans l'alcool tartrique à 5 p. 100. L'exa- 
men différentiel des deux préparations indique le lieu de l'élection 
de ralcalolde. 

Ce procédé a donné de bons résultats à Errera et à ses élèves, 

(ij Errera, HAisTmAU.CLAUTniAU. Premières recherches sur la loealJH.ition 
el la Bigniflcation des alcaloïdes danR les planlcs. Bruxelles, 18K7. An. Soc. 
belge mhroac, t. XII, iS85-8G. 

(2) Em. Bourquelot et V, Harlav. Sur la recherche et la présence de la 
tyrosine dans quelques champignons. Bull. Soc. Mye. de France, l, XII, 
p. i53-i56, i8g6. Journal Pkarm. C/i/ni.,6' sér.. l. IV, p. r.4(j-r>rn, iS<j6. 
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ainsi qu'à Guérin, et de même à Molle et Lotsy dans la locali- 
aatioo des alcaloïdes des quinquinas. 

Dans nos recherches, cette méthode ne nous sert que de moyen 
de contrôle : nous lui préférons de beaucoup les méthodes de colo- 
ration. 

Déjà KiLLMLYER et KoESTLiN (i) en 1808, alors que les alcaloïdes 
étaient à peine connus, avaient entrepris la lourde tâche de déter- 
miner le siège de ces principes dans quelques végétaux. 

En iS49, BceoEKER (z) obtenait des cristaux de nitrate de berbé- 
rinc dans les membranes cellulaires de la racine de Berberis vul- 
garisL. eiàe Menispermum palmalum {Coculus pal malus); en 1874. 
Howard (3) signalait l'exislence problématique de cristaux de qui- 
nine dans les couchesles plus externes de|récorce des quinquinas. 

Lo botaniste russe Borsgow f4) ^s' '^ premier qui ail employé 
réellement des réactions micro chimiques à l'étude de la répartition 
des principes actifs dans les plantes. Son travail, admirablement 
con^u pour l'époque, porte sur l'étude de i'asarone, la syringine, la 
franguline, l'acide ckrysophanique et la véralrine. Cet auteur décrit 
les méthodes employées avec les détails les plus circonstanciés, 
aussi tout observateur peut répéter avec les plus grandes chances 
de succès les expériences dont il expose les résultats. Très fréquem- 
ment, les différents auteurs qui se sont occupés de localisation de 
principes végétaux oubhent de préciser la méthode employée, et 
il n'est pas rare, même pour un observateur habitué à ce genre de 
recherches, de se trouverdansTimpossibilit*; de répéter l'expérience 
décrite. 

Évidemment ces auteurs ont oubhéde donner dans lamarche de la 
méthode quelques indications particulières dont dépend sa réussite. 
On ne devrait donc jamais hésiter à donner les plus nombreux 
détails sur les difBcullés à résoudre. 

[i) KiELHEVeKeL Kcestlin. De maleriU narcolicU regni itegelabilU taramque 
raliane bolantea. TubJQgea, 1808. 

(a) BccDECUER. Cheiainch-physiologische Untersuchung eJDJgcr Sloffe sus 
der Pamitie dcr Meniepermeeii. Annal, d. Chem. u. Pharm., l. LX1X, 
p. 371, 1849. 

(3)HowAitD. r/ieguino(ofli;o/'//ieE(ii///idionp(an/a/ion«. Londoii,i8G9,p.7,pl.[I. 

(4) B9RSCOW. Beilrage zur Histochemie der Pllanze. Bot. Zeit., L XXXII, 
p. 17-25, 33-40, 1874. 
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La même année, en 1874, Ppeffer (1) publia quelques résultats, 
malheure use ment bien incomplets, oMetius en ce q«i concen>e la 
localisation de Thespéridine. 

Ces quelques publications avaient attiré l'atlenlion des bota- 
nistes ; aussi l'année suivante l'Ecole de pharmacie imposa-t-eH« au 
cobCours d'agrégation le -sujM nouveau : « Du ^ège des substances 
actives dans les plantes médicinales. » Dans un travail bien com- 
pris J. Chatin (2) résuma d'une façon méthodique 'tou(«sle5 con- 
naissances acquises sur ce sujet ; il insista particulièrement sur les 
résultats obtenus par Howard, et l'auteur ne manqua pas de faire 
ressortir loul t'intéré* qui s'attachait à cette question. 

En 1876, Hermann (3) caractérise jnicrochimiqtiementla berbérine. 
En 1879, EssMANOFFSKY (4) put»!ie quelqiws recherches surufl pro- 
duit cristallisé, alcaloïde dit-il, qu'il obtient crirtalHaé en spbéro- 
cristanx, dans les canaux muoilagineux de certains Cnnna. 

En 1884, signalons un travail de Schaarsmidt (5) sur la localisa- 
tion de la aolanme dans le Solanum nigrum, S. luberosum, S. dal- 
camara, Lgcopetskum exrulenhim; de Rosoll (6), sur la strychnine 
et enfin de Liffor (7), sur la strychnine et la brucine. 

En somme, depuis Dorscow, les progrès dans les études microchi- 
miques étaient peu importants ; aussi l'apparition du travail dû à 
Ift collaboration de ERReRA, Mmstbiac, Clautriau (8) vint-elle don- 
ner une impulsion énergique à ce genre de recherches très impor- 
tantes pour les divers problèmes d'ordre physiologique et t^ologî- 

|i) W. Pfeffer. llespcridin, ein Bestaniltheit einiger tlesperidean. Bol. 
Zeit., t. KXXU, p. 539.530, 1874. 

(a) J. Chatln. Du s'^ge des subslanct» aciiuet dam les plante» médhinaUt. 
179 pages in-§°. Paris, 1876. 

'ifi) O. HcRMANH. NaoAuwM organ. Verbindaitgen in uegetabil. Gewthtn, 
DiBserl. Leipzig, 1B76. 

(4) Jos. EsBUANOFFSKV. Untcrsuchung der Saflgângc und dct* in ihDËii Vof- 
kommenden eigenlhûmlichen Niederschidge bei Canna. Analyse Urée deJu»! 
Bol. Jahr., t. VII. 1. Abth., p. lo, 1879. 

(â) ScHAARsciiHiDT. Uber d. mikrochem. Réaction des Solanin. ieiltchr.f. 
wts. Mikrotkople, t. [, p. 61-62, iS8$. 

(6) ItosoLL. BeilrSge z. lliatochcmic d, Pftanze. Siltgsii. Ak. rcii». Wlen., 
t. 8g,l, p. i3--ir)0, 18HS, et MonaUkefU fûrChemie, 1884,94-107. 

(7) LiNBT. Uber d. mikrochem. Nachweis von Brucin u. Slr}'chnin.Zd(«>rAr. 
f. wiss. Jtfftrosft., l. 1, p. ï37-i4o, 1884. 

(8) Errera, Maistruu, Clautriau. Loc. cil. 
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que. Ce travail a Irait t lalocalisationdelacolchicftie, de la olcotinei 
de l'aconitiQe et d'un alcaloïde nouveau existant dans le Nar- 
cmus, signalé en 187;?. par GerraM, et qui ne fut isolé que plus 
lard, en 1889, paf de Wèvre (i). 

Deux ans aptes, Edrera {2) indiqua sa méthode générale de toca- 
lisatiort des alcaloïdes et à la même époque paraissaient un mémoire 
de GuutniAii (3) sur la recherche microchimique et la n marche des 
alcaloïdes » dans le Papaver somniferam L., et un travoildeuE Wfe- 
Vbe (5) sur la localisation de l'atropine. Citons encore la localisation 
duti8sualo!fèredueàMACQHET(5), mais qui avait déjà été l'objel, de 
la part de Tbecul (6), d'une communication rclenlîssanle k l'Aca- 
démie des sciences, intitulée sur le « suc propre des feuilles 
d'aloès n. 

Enfin, E. de WiLLbEMAN (7) étudie la présence et la localisation 
d'un alcaloïde dans quelques Orchidées, alcaloïde que l'on ne con- 
naissait pas à l'état libre. « Ici, dit EnneiiA., Comme pour le Narcis- 
eus, la microchimië avait devaticé la chimie. » 

En France, la localisation des alcaloïdes n'attirait pas encore les 
travailleurs, et cependant les méthodes microchimiques furent bien- 
tôt apptiquéesà des recherches d'un nouveau genre; Blondel (8) étu- 
dia le mode de production du pai-fum dans les roses, et'M^sNARB (9), 

(i) A. DE Wèvue. Sur l'alcaloïde des Narcisses. Bufl. Soc. belge rfe mieroïc, 
t. XIII, p. i3;-i4o. 188e. 

(3] Errera. Sur la dialjnction microchimii^ue des alcaloïdes et des ma* 
tièrea proléiques. Ann. Soc. belge de microtc, t. XIII, fasc. 2, p. il-\i\, 1B89. 

{3) G. Ci-AijTniAu. Recherches microchimlques sur ta localisation des alca- 
loîdesdansle /'apavergamni/erum. .4nn. Soc. 6e/i7edfrN(croEC., t. XII, i68S,p. 67-85. 

(4) A. DE WÈVRE. LocalJeatioR de l'atropine. Bull. Soc. belge (fe mierote., 
t. XIV, p. 19, 1889. 

(5) Fb. Macqrët. Élude tur i'aloit. Th. pharm,, Paris, 1888. 

(6J A. TnECL'L. bu suc propre dans les feuilles d'àloès. C. B. Ae. Se, 
1. LXXII, p. 5ao-53i, 1871. Ann. Se. na(.,5' sér, t. XIV, p. 80-90. 1871. 

(7) E.'DE WiLDEHAK. PrëseRce et localisation d'un alcaloïde dans quelques 
Orchidées. Bult. de la Soc. belge de mieroec., t. XVIEI, p. 101-112. iSgz. 

18} R. Blondel. Sur le parfum et son mode de production dans tes roses. 
Èull. Soc. bol., t. XXXVI. p, 107-113, 1889. 

R. Blondkl. Len Praduils odoranlK det roiiers. i63 pages in-î", 1 planche. 

(9) E. Mesnard. Recherches sur les Riodes de production des parfums dans 
les neure. C. fl. Ac. St., t. CXV, p. 8<ja-8^, 1892. 

E. Mesnard. Recherches sur ta formaliou des huiles grasses et des 
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poursuivant cette étude quelques années plus tard, l'étendit au 
mode de production des parfums dans les ileurs en généra). 

Les matières albuminoldes n'avaient été encore l'objeld'aucunes 
recherches. Il existait cependant quelques publications spéciales de 
Zacharias (i), Kraser (2), Klëds (3), Heisch et Mrkoscu (4| qui 
étaient plutât des études chimiques sur les matières albuminoldes 
dans les plantas que dps recherches sur la locahsation de ces prin- 
cipes. 

En 1890 furent publiées les belles recherches de Guignabd (5). U 
put localiser avec netteté l'émulsine dans les amandes amères et le 
laurier-cerise, et la myrosine dans les Crucifères. Ces travaux fu- 
rent suivis de publications du même ordre sur les Capparidécs, 
Tropéolées et sur les plantes du genre Manihol. Exposées avec dé- 
tail et un soin minutieux, ces localisations peuvent facilement être 
répétées par des observateurs inexpérimentés ; et par leur netteté el 
leur précision elles sont devenues classiques. 

Un travail de Spatzier (6), paru entre la publication de ces deux 
huiles essentielles daas les végélaux. Ann. Se. nal., 7* sér., t. XVIII, 
357-398, 1893. 

(1) E. Zacharias. Uber Eiweiss, Nukieîn uad l'Iastin. Bol. Zeil., t. XLI, 
p. ao9-3i5, i883. 

h) P, Krabser. Untersuch. liber dae Vorkommen von Eiweifls in der pdanz. 
Zellhaut nebet Bemerkungen Qber den mikroch. Nacliweie <ler Biweiss- 
kOrper. fiitzuag. d. k. Akad. <S. witt. îu Wkn. l. XCIV, p. 118, :886. 

(3) Klebs. Einigi! BemerkuDgen zu der Arbeil von Krasser. • Untersucti. 
uber dae Vorkommen von EiweisB înder pHanz lichen Zellhaut. » Bot. Zeil., 
1887, t. VL. p. 697-76S. 

(4) C.Heibcu und CMikosch. Uber EiweJES reaktionen undderen mikroch. 
Anwendung. Jahrtib. d. K. K. ObtrreaUehale. 1, Betirkc uon Wien, 1890. 

15) L. GuiuNAftD. Recherches sur ta localisation des principes actifs des 
CrucifÈres. Journ. bol., t. IV, p. 38.V3y4, 4i2-43o, 435-4!)5, iSyo. 

L. Gu[GNARD. Sur la localisation dans tes amandes el te laurier-cerise ' 
des principes qui fournissent t'acrde cyanhydriiiue. Journ. pharm. et ehim., 
B-sér-, t. XXI, p. a33-a36, aSg-SoS, 1890. 

L. GuiGNARD. Recherches sur ta nature et la localisation des principes 
actifs chez les Capparidécs, Tropéolées, Limnanth<^es. Résédacées, Papaya- 
cées. Journ. bol., t. Vtl, p. 345.361, 393408, 417-436, 444-46o, iSgS. 

L. GuiGNAHO. Reciierches sur certains principes encore inconnus chez 
les Papayacécs. Journ. Bol., t. VIII, p. 67-79, Si-ga, 1894, 

L- GuiCNARD. Sur l'existence et la localisation de l'émulsine dans les 
plantes du genre Manihot. Bull. Soc. bol., t. .\LI,p. 103-107, i^' 

|6) WiLHELH Spatzier. Ulier das Auftrcten und dits physiologische Bedeu- 
tuDg des Myrosins inder Pllanze. Pringht. Ja/ir., t. XXV, p. 89-78, 1S93. 
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mémoires, criliquait les observations de Guignard, doat la 
deuxième étude sur les Capparidées esl une réponse absolument 
convaincante aux arguments de l'auteur allemand. 

A ces localisations DE Wèvrb (i) ajouta une étude sur la tech- 
nique microscopique de la recherche des albuminoïdes. 

Sous l'impulsion ainsi donnée par ces résultats intéressants, il 
parutjusqu'en 1895 toute une série de publications. Ce sontd'abord 
celles de WoTHTSGHALL(2),surla solanine,de Rosoll(3), surla bru- 
cine, deG. de Istwanfi (4), sur la capsicine, de Anema/5), sur l'atro- 
pine, de Gerock et Skipari (6), sur la strychine. 

L. BR.SMEH (7), en étudiant la localisation des principes actifs des 
Cucurbi lacées, nous a fait connaître des éléments, jusqu'alors 
inconnus dans ces plantes (laticifëres, analogues à ceux des Campa- 
nulacées), qui renferment les glucosides caractéristiques de ces 
espèces. Signalons enfin un travail de Villeneuve (8), sur le 
Redoul {Coriaria myrlifolia L.). 

En 1895 nous devons enregistrer les travaux suivants : P. Gue- 
Rm (9) localise l'anagyrine et la cytisine dans VAnagyrus fœlida L. 

(1) .\. DE Wèvre, Rechercher sur la technique micro chimique des albumi- 
noldes. Bull. Soc. belge de mhroic, t. XX, p. 91-120, 1894. 

(al E. WOTiiTBCiiALL. Zur Frage ùber die Verbrellungund Vertheilung des 
SolonJns in den Planzen. Arbril. d. Nal. Ver. lu /foian, t.XVlll,io3,7Ï pages, 
18S9. Analysé in Bol. Centralbl., l. XLI, p. io»]o3, 1690. 

E. W0TIIT8CHALL. Uber die mikroch. Reactionen des Solanins. ZeUtchr. 
fUrwiii. MikrogkopU, l. V, p. ig-ÎS, 182-195. 

(3) A. RoBOLL. Uber den mikroch. yachweitder Glyeoiidt aad Alkatoid in den 
vegel. Gewehen. Slockerau, 1889-1890 (Jahresb.dc» Landes- RealgymDaeiums, 
zu Stockerau). 

(4; G. IsTWANFFi. Recherches sur la localisation de la subslaoce active 
dans le piment, Termeszilrajzi Fazetek, t. XIV, p. 197-199, '89"- Analysé dans 
Zeilt. f. u)is». Mikrotp., U IX, p. 371, 1892. 

(f)) P. Amena. De lelel der Alkaloiden bij enkcle narkotische Planten. 
Ulrecht, 1892. Analysé in Jakr. d. Pharm., 1892, ['■ i87-'98- 

i61 Gedok et Skipari. Uber den Sitz der Atkaloide in Strychnos-sameo 
Arch. d. Pharm., t. CCXXX, p. b55-56o, 189a. 

,7) L. BtUEUER. De la localisalion des principes actifs des Cucurbitacées. 
Recherches hislologiques et histochimiques, C. fl. Ac. Se., l. CX VII, 753-^4, 
1893 — Toulouse, 58 pages in-8», 7 pi.. 1893. 

(8) Villeneuve. Étude sur le Redoul (Coriaria myrlifolia), p. So^a.fcpagea 
in^-. Montpellier, 1893. 

(9) P. GuERiN. Beeherches sur ta tocalisalion de Canagyrine et de la eytiiine, 
6a pages in-8°. 6 pi. TJi. pharm. col. Paris, 1896. 
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elleCyf/su«/cr6u/'fium, L.Sau VAN (i) publie ses résultats sur la loca- 
lisation de l'helléborine, de la brucine, strychnine, taxine, da- 
pbnine.etc.L. Galcheb (2) expose SCS rechen-bes raicrochîmiques 
sur la caféine et l'acide cafétannique. 

Ajoutons encore les travaux de Elfstband i3) sur les alcaloïdes 
des Loganiacées, de Li;tz (4) sur le principe actif des séneçons, el 
de Ph. Molle (5) sur les alcaloïdes des Solanées. 

Signalons, les années suivantes, les travaux de De Dhoog (6) sur 
les alcaloïdes des Orchidacées, et les importantes rcchercbes dr 
Treub (7) surla localisation, le transport et le rdlu de l'acide cyan- 
hydrique dans le Pangium erfu/e Reinw. A la suile de cette publica- 
tion, LtTz (8) étudie la localisation de l'acide cyanbydrique cbez 
les Pomacées et chez VEriobolrya japonica LiNnr. 



(1} L. Sauvai. Recbcrches sur la localisalion des principes aclifs dan^ 
CHeltebora» fœlidus. Riperloirt dt pharm., 3* sér., l. VI, 53»-53o, 1835. 

L. Sauvan. Recherches uur la localisaLlon de la bnicine elde la strych- 
nine dans les semences de S.nux vomira, S. Ignalii, S. Gauihtriana. Journ. 
pharm. ch'tm., 6« sér., t. I, p. 496-498, i8ç6. 

L. Sal'van, Localisalion deu principes aclifs dans le$ vé^^ètaux. J. bot., 
t. X, p. I3&I33, i33-)4o, 157-161. 1896. 

L. Sauvan. Recherches sur la localtsatioa de la daphnine dans les 
Daphne Alpina cl D. Gnidium.Jourit. pharm. fhim.,6' sér., t.]l[,443-44^< i^jC. 

(a) L. Gaucher. De la raféine el de Vaeide cafétannique dan» te caféier 're- 
cherches microchhn. T'A. ptiarm. Monlpellier, 18^. 

^3) M. Rlfbtrand. Sludier Bfver Alkaloidernat lokntiialion forrlrddenvit 
inom familjen Loganiacem. U|>sala, \^p. 

l\ L. LuTï. I^ucalisalioH des principcK aclifs dans les séneçon!'. Bu//. Soc. 
bot., l. XLEI |3< s.. Il), p. 486-4HS, iS<^. 

(5| l'u. Molle. Recherches de microchimie cumparée l'ur la localisation 
des alcaloïdes dans les Solanacées, 60 pajîCrt in-S", 1 pi. Ej:trait du tome LUI 
des Mémoires couronnés el autres Mémoires publié» par rAcad. royale de Bel- 
gique, 1895. 

'i)i De Droog. Contribution à l'élude de la localisaliun niicrochiiniguc des 
alcaloïdes dans la tamitle dcM Orchidacées. Mémoires couronnés el autres 
Mémoires publiés par FAcad. royale de Belgique, l. LV, iSijO-1897. 

(7) M. Tkeub. Sur la localisation, le Iransporl et le rôle de l'acide cyanhj- 
driijue dans le Pangium edule. Reinw. Ann. du Jard. bol. de BuHemorg., 
l. XIII, p. j-85, M pi. col.. 1896, 

(8) L. LuTz. Sur la présence et la localisation dans les graines d'un cer- 
tain nombre de Pomacées des principes tourniasanl l'acide cyanbydrique. 
Union pharm-. l. XXXVIII, p. 193-11,8, 1S97. 

L. LuTZ. Sur la présence et la localisation dans leff graines de l'Erlobo- 
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En 1898, LoTsy (ij publie son iniportaDt travail sur les quin- 
quinas, complété par les recherches postérieures de Chahi'en- 
Ti£R (2). Cette publication du savant hollandais et les travaux de 
BoRsoow, Krrhra, Gcignaiid. marquent les étapes successives dans 
ta marche d'une méthode née d'hier, cependant si féconde en résul- 
tiiLs intéressants, et dont l'importance n'échappe à personne. 

Signalons encore les études de Babtii (3), qui propose une nou- 
velle méthode microcbimique consistant à faire agir l'iode ou le 
brome en vapeur sur les coupes dans lesquelles on recherche l'alca- 
loïde ; le mémoire de Cador (4) sur la caractérisation de la caféine 
dans le maté, qui n'est pas une localisation au sens où nous l'en- 
tendons. 

Depuis, Rauiiioiiskï (5) u aussi utilisé les méthodes microcbi- 
miques pour la localisation des matières oxydantes dans les plantes. 
Lecomte (6) a localisé la vanilline ; L, Grès (7), les principes 
actifs des Ithamnées, et Vandbrlinden (8) a étudié la répartition des 
alcaloïdes et des glucosides dans la famille des Benonculacées. 



Irya Japonka des principes fourniitsant l'acide cyanhydrique. BuU. Soc. bol., 
t. XLLV, p. 263-2fâ, 1897. 

(1) LoTsv. De Locallâatiu van bel alcaloid in Cinchona CalUaga Ledgeriami 
en in C. tucclrabroi. Mededtelingen van de Laboraloria der Goavernemsnrs 
kinaonderncming. Batavia, 1898, latj p. avec 36 flgures el ao planches colo- 

■■/j CHARPENTiEit. Élade analomique el microchimiqae des qainqaina» de 
callure. 5u pages in-S°. Th. pharm., Paris, 1900, p. t^y^i. 

'3i II. Barth. Studicn ûber den mikroch. Nacliweis von Alkaloideti in Xrt- 
neidrogen. Arch. d. Pharm., l. CCXXXVI, p. ^4-367, 1898. 

'41 Cador. Anatomischc Unlcrduchung der MaleblStler. Bol. Ceniralb., 
l. LXXXIV, p. ïw), 1900. 

(51 RAr.LBOR^Kr. Ein InhalUkilrpci' dos Ltiplonis. Ber. d. d. Bol. Gextelluch.. 
XVI, p. 52-63.1898, el Wuilcrc MîtlheJlungcn Ubcr das Leplomin, i6id,. XVI, 
p. 119-1*3,1898. Analyaé in Joarn. pharm. chim., 6' sir., l. IX, 387-390, 1893. 

(6) H. Lecohte. Sur la rormulion du parruin de ta vanille. C. R. Ac. Se., 
t. CXXXIII, p. 755-748, 1901. 

(7) L. Grès. C.onlribulion à Vitude analomique el microchimiqae des Rhamnéee, 
ifi pages in-8*, 2 pi. Th. pharm. Paria, 1901 . 

18) E. Vandehunuen. Recherclieif microchimique)! sur la présence des alca- 
loïdes et des glycosides dans la fnnillle des Renonculacâes, Ann. Soe. riiyals 
des se. méd. el nal. de Bruxelles, t. X, Tasc. I, 1901. 5u pages in-8'', i pi. 
colorées. 
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Enfin, il y a quelques mois, Avdemard (i) démontra microchi- 
miquement, dans les fleurs du Spartium junceum, la présence d'un 
alcaloïde qui est pent-£tre le principe très dangereux ayant déjà 
produit des accidents regrettables sur lesquels E. Perhot (a) a 
attiré rallention du corps médical. 

Les ouvrages généraux s'occupant des questions de localisation 
sont peu nombreux, et nous ne connaissons guère que le mémoire 
de P. Jaoin (3) sur le n siège des principes médicamenteux dans les 
végétaux », sujet de nouveau proposé par l'Ecole de pharmacie bu 
concours d'agrégation de 1893. Dans ce travail, l'auteur consacre 
exclusivement un chapitre aux recherches faîtes depuis la thèse de 
■ J. Chatin (4) sur la localisation des principes actifs. Les ouvrages 
spéciaux de PouLSEN (5), Molisch (6), malgré leur titre, ne répondent 
pas entièrement à ce que l'on entend par recherches micro- 
chimiques. 

La répartition des tanins dans les végétaux n'a jamais fait l'objet 
d'une étude particulière ; par contre, l'étude des réactions de ces 
composés a été l'objet de nombreuses notes. Il suffit, pour se ren- 
dre compte de l'importance des travaux publiés sur cette partie du 
sujet, de parcourir le mémoire de Bramer (7) ou l'ouvrage de 
TniMBLE (8). 

Mais existe-t-il dans les végétaux une relation intime entre les 
alcaloïdes et le tanin qu'ils peuvent contenir ? C'est une question 



<i) A. AitDEUAHD. PréaeDce et localisation des alcaloïdes dane les organes 
floraui du Spartium junceum. Bull, pharm. S.-E. Montpellier, t. VII, p. jo-ï'-'t 
190a. 

Recherrhtt «ur la localigation des alcaloldet dont lei gentU (Étude mlcrochi- 
roique). Th. pharm., Montpellier, 190a, in-8" de 6a p.. 

|3) E. Perhot. Sur une sulistitutioD dangereuse dea fleurs de geniH 
d'Espagne k celles du genél h balais. Journ. pharm. ehim., ti* sér., t. XIV, 
p. 19-21, 1901. 

(3) F. Jadin. Da siège des principes médicamenteux dans tes végétaux, 
154 pages in'4°. Montpellier, 1H9S. 

(4) J. Chatin. Loc. cil. 

(5) PouLSEN. Mierochimie végitate. Édition française. Paris, i883. 

(6) H. Molisch. Grundrits eîner Ilislochemie der pflanztichen Genusimiltft, 
65 pages in-8°. léoa, 1891. 

(7) L. Bdkhbr. Les tannoTdts. Toulouse, 1^ pages iD-4°, iSgo. 

(8) Trimble. The Tannins, a vol. in-is. Philadelphie, iSga. 
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qui n'a préoccupé aucun des auteurs précédents. L. Guignard (i), 
toutefois, a signalé la présence de ce dernier corps dans les cellules 
à émulsine du laurier-cerise. 

L. Gal'cher (2), dans un travail sur la caféine et l'acide cafélan- 
nique avait bien quelque peu envisagé la question, mais ses résul- 
tats sont trop incertains pour permettre une conclusion quelcon- 
que. 

LoTsv (3), dans ses recherches sur la localisation des alcaloïdes 
du quinquina, est affirmatif en ce qui concerne la présence, dans les 
cellules Â quinine, d'un composé tannique. Charpentier (4) pré- 
tend au contraire que le tanin est localisé exclusivement dans << des 
cellules laticifëres » et par conséquent séparé de l'alcaloïde. « Com- 
ment, dit-il, expliquer cette opinion généralement admise que les 
alcaloïdes se trouvent dans les quinquinas à l'état de quinates et 
quinotanoates ; ou bien celte théorie est erronée, ou bien' la forma- 
tion de cette combinaison n'a lieu qu'après la mort de ia plante et 
par suite d'échanges osmoliques qui ne pourraient se produire pen- 
dant la vie. » 

Dans un mémoire récent, Reiuers et Goris (5) ont montré que, 
contrairement à l'opinion de Charpentier, il existait dans les cel- 
lules à alcaloïde un lanin particulier, et que si sa connaissance 
avait échappé à ce chercheur, cela provenait de Temploi d'un réac- 
tif incertain. Le perchlorure de fer trop dilué ne donne en effet 
aucune réaction dans ces conditions, tandis qu'employé après 
dilution au i/4 et contrôlé par tous les autres réactifs du tanin, on 
obtient un précipité dans toutes les cellules à alcaloïde. Bien plus, 
ces auteurs admettent que le lanin contenu dans les cellules (impro- 
prement appelées laticifëres) est différent de celui que renferment 
les cellules à alcaloïde. Ce tanin se résinide facilement à l'air et 
communique des propriétés fflcheuses à certaines écorces de 



(1) L. Guionard. Loe. cil. 
(a) L. Gauchbb. Loc. cil. 
(3) LoTsv. Loc. cil. 
{i) Charpestier. Loe. cil., p. 4o-4i. 

(5) GoRiB et Rbimers. Recherches microchimiquen sur les Quinquinas. Su//. 
le. pharm., t. III, p. 384-399, 1901. 
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quinquinas. Ils appellent ces éléments {cellules lannifères) et les 
rapprochent des or^nes analogues que l'on rencontre chez le 
sureau . 

Tel est, brièvement exposé, l'état actuel de nos connaissances 
sur la localisation des principes actifs dans les végétaux. 



L 
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DEUXIEME PARTIE 

RECHERCHES 

SUR L'-SSCULUS HIPPOCASTANUM 

ET LE PAVIA RX7BRA 



CHAPITRE PREMIER 
DE L'ESCULINE 

PROPRIETES ET RÉACTIOMS QUI PERMETTENT SA LOCALISATION 



Avant d'exposer avec détail la technique appropriée A la détermî- 
natioD des régions oh se localise l'esculine, il n'esl pas sans impor- 
tance d'indiquer sommairement les caractères de ce corps et d'en 
rechercher les réactions qui pourront être utilisées dans cett« 
étude. 

L'esculine, découverte par Minor, est un glucoside non azoté que 
l'on retire de l'écorce du Marronnier d'Inde (JEsculus Hippocas- 
tanum L.) (i). 

C'est une poudre blanche, floconneuse, formée d'aiguilles prisma- 
tiques, souvent groupées autour d'un point central. Elle cristallise 
avec une. molécule 1/2 d'eau qu'elle perd vers lao, i3o°. Elle fond 

(i| L. SoNNEMSCHEiN l'surait rencontrée dans la racine de GeUrmiam um- 
ptruirtni. Ait. 
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vers 160° et subit à cette température ud commeDccment d'altéra- 
tion. Saus odeur, d'un goût faiblement amer, elle est soluble dans 
672 parties d'eau k 10°, dans 676 parties A aS* et dans 9a parties 
d'eau bouillante. Sa solution aqueuse présente une fluorescence 
bleue extrêmement intense que les acides minéraux fontdisparaltre, 
tandis que les alcalis la rétablissent en colorant le lîquiile faible- 
ment en jaune. Cette fluorescence se manifeste avec beaucoup plus 
d'intensité si l'on substitue l'eau de source à l'eau distillée; elle dis- 
paraît è la longue. C'est une des réactions les plus sensibles de 
l'esculine, puisqu'elle se produit encore après dilution au i/5oo.ooo. 
Sa solubilité dans l'alcool à 98°-99* est relativement faible, 1 partie 
dans 24 parties d'alcool bouillant. 

Elle est insoluble ou très peu aoluble dans l'alcool et l'éther. 
Elle est au contraire assez soluble dans l'acide acétique, l'acétate 
d'éthyle. Parmi les sels métalliques on ne connaît guère que le 
sous-acétate basique de plomb qui la précipite de ses solutions. Kllc 
ne réduit pas la liqueur de Pebling. 

Sa réaction la plus caractéristique a été indiquée par Sonnen- 
scHEiN : on prélève, à l'extrémité d'un fi) de platine suffisamment 
élargi, quelques cristaux d'esculine, on les plonge dans l'acide 
azotique concentré et aussitôt après dans l'ammoniaque pure ; le glu- 
coside prend une coloration rouge sang très intense. Si cette réac- 
tion est moins sensible que la fluorescence, elle a l'avantage de 
pouvoir se prêter à des rechercbes microchimiques. Elle se produit 
encore avec une quantité de substance trèsfaible et constitue une mé- 
thode sûre dans la recherche de l'esculine dans les tissus végétaux. 



COMPOSITION. — COHSTtTUTIOH. — DÉDOUeiEMENT 

La composition de l'esculine a été très discutée, et nombreuses 
sont les formules qui furent proposées pour représenter ce corps. 
TROMSDonp adopta la notation C'H'O^", Delffes C**H'*0'*, Zwen- 
GEH C'"H"0", RocHELEDER et ScHAnz C^'IP^O'*. Par la suite, reve- 
nant sur cette formule Rocheleoer proposa pour l'esculine dessé- 
chée à ii5° la composition C'H^O^. Actuellement la formule 
adoptée est celle indiquée par ScHiFF C'*H'*0*, aH'O ou celle de 
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LiEBERMAXN, quï ue dilTère de la précédente que par là quantité 
d'eau de cristallisation C'^H'^O"', i '/sH'O. 

Les travaux de Schifk, Liebermai^n, Knietsoh, Wiell etTiEMANx, 
dans les détails desquels nous n'entrerons pas, ont fixé ses rap- 
ports avec la coumarine, rombelliforéne, les acides oxycinnami- 
ques, et on la considère comme un glucoside dérivant d'un corps 
phénolique à fonction lactone. 

(5)0H^„_^CH = CH(i) 
{4)0'H"0»-0-'''" ^ - C0{2) 

Elle est isomère avec la daphnine, glucoside non azoté retiré de 
l'écorce du Dapkne Mezereum dans lesquels les fonctions phénoli- 
ques occupent des positions différentes : 

(4)0H-^,.,„,-CH = CH(i) 
(3)C«H"0^-0^"'" ^ 0-CO(2) 

L'esculine se décompose auKlessus de son point de fusion, et le 
produit renferme alors de l'esculéline et des produits de décompo- 
sition du glucose. 

Sous l'action des acides étendus, elle se dédouble en glucose et 
csculéttnc : 

C'^H"0«. -I- H'O = CH'-O» + CH'O' . 

L'émulsine à la température de 3o à 35° agit sur l'esculine et la 
dédouble en donnant également du glucose et de l'esculéline. 

L'esculéline est donc le produit d'hydrolîsation de l'esculine. Ro- 
cuELEDEK prétend qu'elle se trouve en petite quantité dans l'écorce 
du marronnier, mais il est bien difficile de savoir si ce produit ne 
provient pas de l'action des réactifs sur l'esculine pendant le traite- 
ment de l'écorce. 

Ce sont de petites aiguilles, brillaules, incolores, soyeuses, ren- 
fermant de l'eau de cristallisafion qu'elles perdent à ioo°. Elle est 
peu soluble dans l'eau froide, un peu plus dans l'eau chaude en 
donnant une solution de fluorescence bleu pflle. Elle est soluble 
dans l'alcool bouillant, insoluble dans l'élher. Elle fond vers 270", 
brunit et se détruit en grande partie à celle température. 

Elle réduit très difficilement la liqueur de FEnu^fG. 
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L'esculélinfî chauffée avec de l'eau de baryte fixe uae molécule 
d'*au et donne l'acide trioxycinnamiqiio (i. s, ^, 5) : c'est une 
dioxycoumarine 4i ^ 

tandis que son isomëro, la daphnétine, dérivant de rhydroIiRalion 
de daphnine, est une dioxycoumarine 3, 4 

{ilOH^ ^CH = CH(i) 

(3) OH-'-" ^o „ (^0(2) 

On voit aussi ses rapports avec l'acide oml>ellique ou acide 
dioxycinnamîque t,2, 4 

{2)0H !^C«H» — CH-CH-COOH (i) 

et rombelliférone ou oxycoumarine. 

^CH=:CH (i) 



I,' aride caféique <lont nous aurons à parler plus lard appartient 
aussi Ace groupe ; c'est acide dioxycinnamique i,3, 4 ; mais d ne 
donne pas dclactone, les groupements acides et phénoliques ne se 
trouvant pas en position i, 5 comme dans le cas de l'acide ombel- 
liq,,,. 

Il était indispensable, pour la suite de celte étude, de montrer la 
l'onstilutton de l'esculine el des corps dont il est rationnel de la 
rapprocher. Le tableau suivant résume la question. 
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LOCALISATION DE L'ESCULI 

Parmi les dilTérentes réaclionH qui sont susccpliblos d'être utili- 
sées pour la localisalion de IVsculine dans la plante, on doit citer : 

i" La réaction de l'acéUle basique de plomb ; 

2° La réaction de la liqueur de Fehiing après dédoublement de 
l'csculioe par l'acide chlorhydrique ou l'émulsioe ; 

3° La réaction de Sonnenschein. 

Pour étudier la marche de ces diverses réactions et se familia- 
riser avec elles, on prend ou les jeunes jets qui, au printemps, 
s'échappent du tronc et des grosses branches du marronnier, ou, 
mieux encore, si c'est possible, des germinations ou de jeunes 
plantes poussées à l'abri de la lumière. Dans ces conditions la colo- 
ration de la chlorophylle ne viendra gêner en rien la netteté de la 
réaction. 

L'échantillon une fois prélevé sera transporté au laboratoire et 
aussitôt soumis aux différents traitements. 



l' Action de l'acètnt» boBiqu» d« plomb. 



C'est un réactif bien médiocre dans ce cas et qui ne peut nous 
donner que des résultats incertains, car il précipite l'acide esc uli- 
lannique et les différentes matières protéiques qui se trouvent dans 
le marronnier. Les coupes sont plongées dans la solution d'acétate 
basique de plomb (extrait de Saturne), et on les y abandonne de 
lo à i5 minutes. Elles sont retirées au bout de ce temps et lavées à 
l'eau distillée, récemment bouillie, afin de la priver de son acide 
carbonique. C'est une précaution nécessaire, car sans elle on obtien- 
drait dans toutes les cellules un précipité granuleux d'hydrocarbo- 
nate de plomb qui obscurcirait toute la préparation. 

Après plusieurs lavages successifs, la coupe est montée en glycé- 
rine neutre; dans toutes les cellules qui renferment de l'esculine on 
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constate dès lors un précipité blanc, abondant, bien limité, rem- 
plissant complètement la cellule et tranchant sur le reste de la pré- 
paration par son opacité. 

Nous avons essayé de mettre plus facilement en évidence cette 
localisation par une double décomposition entre le précipité plom- 
bique et l'iodure de potassium ou le cliromate de potasse. Nous 
employons pour cela une solution d'iodure do potassium au i/io. 
Une dilution plus grande n'est pas utile, car avec des solutions au 
i/iooou même au i/25,la double décomposition se faittrés mal. La 
coupe après plusieurs lavages à l'eau distillée, privée d'acide car- 
bonique, est plongée dans la solution d'iodure de potassium pen- 
dant une minute. La réaction est instantanée, la préparation de- 
vient complètement Jaune, et Jes cellules à esculine se dilTérencient 
facilement des autres. 

Si l'on se sert de chromale de potasse, on opérera de la même 
façon avec une solution à 5 p. loo, titre qui convient le mieux. 

La facilité avec laquelle on peut effectuer ces manipulations sera- 
blerailleur faire accorder la priorité; nous préférons toutefois, nous 
servir de sulfliydrate d'ammoniaque, et cela malgré les inconvé- 
nient8queprésenteremploideceréactif,car iesréaclionsavccriodure 
de potassium et le chromate de potasse telles que je les ai décrites 
ne sont pas toujours uniformes, et c'est là un grand inconvénienl en 
hislochimie. 

Il est donc préférable d'employer des solutions très diluées de 
sulfhydrale d'ammoniaque aux litres suivants: une goutte de réactif 
dans 2, 5, lo et 25 centimètres cubes d'eau distillée. 

De ces quatre réactifs les deux premiers donnent un précipité trop 
noir dans toute la préparation; le dernier, au contraire, trop faible 
dans les cellules à esculine de la moelle et de la légion endoder- 
mique. En employant la solution renfermant une goutte de réactif 
pour 10 centimètres cubes d'eau, on obtient en général une très belle 
localisation, la coupe prend une teinte marron, tandis que toutes 
les cellules où s'était formé un précipité plombique passent au noir 
plus ou moins intense. 
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2" Ensal d« localisation de l'esculiae par l'otnploi 
d« la Uquaur d« FehUng. 

L'eaculine ne réduil pas la liqueur de Fehiing ; mais, si l'on fait 
agir l'acide chlorhydrique ou l'émulsinc sur ce glucoside, on 
obtient une réduction rapide produite par le glucose mis en 
liberté. Il était naturel de penser quen Taisant cette réaction sur 
les coupes nous obtiendrions un précipité d'oxydule de cuivn' 
dans les cellules à esculinc. 

Il faut tenir compte cependant que dans le marronnier il exisl<^ 
un corps capable, lui aussi, de réduire assez rapidement la liqueur 
de Fehiing, c'est l'acide esculitannique. 

Dès lors, en faisant agir la liqueur cupro-potaasique sur une 
coupe, après quelques instants d'ébullition, la réduction immédiate 
décèlera l'acide esculitannique. Sî nous répétons la même expé- 
rience sur une coupe identique, après l'action de l'acide chlorhy- 
drique dilué, nous devrions obtenir une nouvelle localisation, qui, 
par comparaison avec la première, indiquerait le lieu d'élection du 
l'esculine. Il n'en est pas tout à fait ainsi, comme nous allons le 
voir. 

Pratiquement, il est extrêmement difficile de se servir de la 
liqueur de Fehiing, car le précipité d'oxydule de cuivre étant très 
long à se former, la coupe est d'ordinaire altérée avant la fin de la 
réaction. En étendant de son poids d'eau la liqueur cupropotas- 
sique,on diminue un peucel inconvénientet après trois ou quatre mi- 
nutes d'ébullition on obtient un précipité rosé dans certaines cel- 
lules. La réaction est peu précise, et en outre tous les éléments 
sont déformés, la liqueur est encore trop fortement alcaline, et les 
coupes ne peuvent résister à une ébulUtion prolongée dans ce 
milieu. 

Pour tourner cette difficulté, nous nous sommes servi d'une 
liqueur cuivrique où la potasse est remplacée par le carbonate de 
potasse. Pour cela on peut employer la poudre connue sous le nom 
de poudre d'Osr et qui renferme : 
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Carbunalc de [lolasfe 3d0 griiiiiiiics 

Bicarbonate de potasse 100 — 

Sulfate de cuivre 2S — 

On en dissout 3o grammes daus une quantité d'eau suffisante 
pour faire tjo centimètres cubes. La viscosité de cette solution est 
telle qu'une goutte déposée sur la lame porte-objel ne s'étale que 
difficilement et forme un ménisque convexe très accentué, 

Ondisposeenvironundemifi i centimètre cube delà liqueur d'Osl 
dans la cellule d'une lame que nous avons fait construire spéciale- 
ment pour l'étude des localisations. Celte lame est portée à tem- 
pérature élevée, surune plaque chauffante. Dés que la solution est en 
ébullition, on y plonge les coupes préparées au moment du besoin 
et on laisse bouillir quelques instants. L'eau s'évaporant sans 
cesse, les coupes ne tardent pas à baigner dans une véritable 
bouillie de carbonate de potasse et de sulfate de cuivre. Il faut 
surveiller très attentivement l'opération de façon à ne pas laisser 
évaporer à siccité. C'est un inconvénient que l'on évite en ajoutant 
de temps en t«mps, au moyen d'une pipette effilée, quelques gouttes 
de liqueur. Celte ébullilion en milieu excessivement concentré est 
favorable à une bonne localisation, la substance à mettre en évi- 
dence ne pouvant probablement diffuser que très lentement. En 
tout cas, on obtient ainsi un précipité francbemenl localisé dans la 
cellule. On peut même remarquer qu'en se servant de cette lame, 
qui permet l'usage d'une très petite quantité de liquide, on obtient 
une localLsalion bien plus nette que si l'on opère avec la même 
liqueur d'OsT employée en grande quantité, comme dans un verre 
de montre ou un tube à essai. Il semble que l'èvaporation rapide 
lie la petite quantité de liquide placée sur la lame amène une con- 
ccnfration favorable à une bonne localisation. 

Toutefois, si l'on n'a pas cette lame à sa disposition, on peut 
arriver aussi à un bon résultat en augmentant la densité de la 
solution. Pour cela on fait une liqueur d'Ostexcessivementconcen- 
trée en mettant dans un verre de montre 5 grammes de poudre et 
3 à ^ centimètres cubes d'eau. L'opération est conduite comme 
précédemment. 

La réaction supposée terminée, les coupes sont immédiatement 
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lavées k l'eau, pour enlever la bouillie cuprique qui y adhère, el 
montées dans la glycérine. 

En opérant ainsi nous avons pu obtenir un précipité rouge d'oxy- 
dule de cuivre dans toutes les cellules renfermant de l'acide esculi- 
iannique. 

Disons de suite que ces éléments se rencontrent surtout dans la 
région épidermique, l'endoderme, la périphérie de la moelle et en 
petite quantité dans tous les parenchymes. 

Cette première action de la liqueur de Fehling fixe ainsi la loca- 
lisation de l'acide esculilannique el, par suite, permet d'élablir une 
comparaison avec d'autres localisations. La liqueur cupro-polas- 
sique, réagissant à nouveau après dédoublement de resculine, 
devrait en elTct montrer une nouvelle répartition du précipité 
d'oxyde de cuivre, et indiquer par un examen différentiel le siège 
du glucoside. Nous allons voir que si l'on peut facilement obtenir 
la réduction de la liqueur de Fehling par l'acide esculitannique, il 
n'en est pas tout k fait de même pour la recherche de l'esculine. 

Le dédoublement de glucoside dans les coupes se fait au moyen 
de Témulsine ou de l'acide chlorhydriquc dilué à i p. loo. 

Après une ou deux secondes débullition dans la solution acide, 
les coupes portées dans -la liqueur d'Ost bouillante ne donnent 
plus de précipité d'oxydule de cuivre. Ce résultat inattendu peut 
s'expliquer par ce fait que la trop grande quantité de liquide dis- 
sout les produits de dédoublement. L'expérience est répétée, en 
déposant quelques coupes dans un verre de montre avec une goutte 
de solution chlorhydriquc. On chauffe rapidement el on retire les 
préparations de seconde en seconde pour les plonger aussitôt dans 
la liqueur d'Osl bouillante. 

Il ne se forme jamais de précipité d'oxydule de cuivre, sauf dans 
quelques cellules épiderraiques des préparalions retirées les pre- 
mières. De nouvelles coupes traitées identiquement ne donnent 
plus de réaction avec le bichromate de potasse, ni de coloration par 
la réaction de Sonnenschein. On peut en conclure que l'acide escu- 
lilannique el l'esculine ont disparu par dissolution dans le liquide 
employé. 

La recherche de l'esculine après l'action de l'émulsine peut se 
faire de la façon suivante : les coupes placées dans une goutte 
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d'eau additionnée de 3 à 4 cenligrammes d'émulsine, des amandes 
sont abandonnées à la température du laboratoire (i8 à ao"), puis, 
au bout d'une demi-heure, traitées par la liqueur d'Ost. La précipi- 
tation est identique à ce que l'on obtient avant l'action de l'émul- 
sine. Afin de s'assurer que l'émulsine avait pli agir pour dédoubler 
le glucoside, nous avons refait l'expérience suivante : Dans une 
botte de Pétri renfermant quelques gouttes d'eau tenant en suspen- 
sion une assez grande quantité d'émulsine, on dépose des coupes du 
pétiole A'JEsculus Hippacastanam. 

Il faut que la quantité d'eau soit juste suffisante pour humecter 
les coupes, et assez faible pour les empêcher de se déplacer dans le 
liquide. Comme expérience témoin, on dispose dans un tube 
o gr. 3o d'esculine et o gr. o5 d'émulsine. Le tout est placé dans 
une étuve à 35* pendant deux heures. Au bout de ce temps, le tube 
témoin donne une réaction rapide de la liqueur de Fehling ; les 
coupes, après une ébullition prolongée dansla liqueur d'Ost, donnent 
un précipité d'oxydule de cuivre dans les mômes cellules que pré- 
cédemment. 

On peut envisager les résultats de cette expérience de deux 
manières : ou l'acide esculitanoique et l'esculine sont dans des cel- 
lules différentes, mais l'esculine s'y trouve sous une forme telle que 
l'émulsine ne peut en effectuer le dédoublement ; ou l'acide esculi- 
tannîque et l'esculine se trouvent dans les mêmes cellules, et c'est 
ce qui explique que nous obtenons la même localisation dans les 
deux cas. 



3° LocBlisRtion de l'esculln* pcir la r«AoUoD ds SannenBoheiu. 

La réaction qui permet le mieux la localisation de l'esculine est 
la réaction de Sonnenschein. Elle consiste à plonger les coupes 
dans l'acide azotique concentré, puis à les retirer aussitôt pour les 
mettre dans l'ammoniaque pure. On obtient ainsi une localisation 
nette et précise, et la technique en est relativement facile en sui- 
vant exactement les indications que nous allons donner. C'est un 
hasard qui nous a permis de fixer exactement les conditions 
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de colle réaolion. Dans les itrciniers essais, iin eniployanl wiie 
aiguille en fer pour plonger les coupes dans l'acide azotique el 
l'auinioiiiacjue, nous obtenions une coloration rouge magnilique 
dans les cellules à esculine. Le lendemain, reprenant ces expé- 
riences avec une aig«ille en bois, nous constations que la réaction 
ne se produisait plus. Eji reprenant une aiguille en fer la leinti- 
rouge apparaissait, mais seulement aux endroits des coupes tou- 
chées par le métal. 

Il est facile de conclure que la réaction pour apparaître franche- 
ment nécessite l'emploi d'acide azotique chargé de vapeurs nitreuses 
ou contenant du fer. 

La proportion de fev que doit renfermer Tacide n'est pas indéter- 
minée, les meilleurs résultats s'obtiennent avec le réactif suivant, 
dont nous avons fixé tescontlitions d'action. On prend 3oo grammes 
d'acide azotique pur marquant l,33 au densimèlre ; on fait, d'autre 
part, dissoudre i gramme de fil de clavecin dans ■^o centimètres 
cubes d'eau acidulée par l'acide azotique. On ajoute par petites 
portions a centimètres cubes de cette solution dans l'acide pur et 
après chaque addition on essaie la réaction sur une coupe prove- 
nant d'un jeune rameau poussé à l'obscurité. Les résultats que 
nous avons obtenus par cette méthode sont consignés dans le ta- 
bleau suivant : 
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QUANTITÉS 

; <ie solution de Fe. 



tn contact 
ivec Aïo^H 



2="■^ 0,10 de Fe. 



I 4"""-. 0,20 de Fe, 



' 



I 300 grammes g.nic i 



8 secondes 
3 secondes 



8 secondes 

3 seconde! 



8 secondes 
3 secondes 



.additionnés de : 1 



IC-". 0,50 de Fe. 



iî^««. 0.60 de Fe, 
U™-^. 0,70 de Fe. 



16' ■"". 0,80 de Fe 



18'-"'. 0.9OdeFe. 



âO""''. 1 gr. de Fe. 3 secondes 



8 secondes 
3 secondes 



8 secondes 
3 secondes 
8 secondes' 
3 secondes 



I Coloration rosechair 

quelques 
cellules. 

id. 
Coloration rosedans 
les c« Il nies endo- 
dermiques et mé- 
dullaires 

id. 
Coloration rouge 
faible; la localisa- 
tion s'accuse assez 
franchement. 

id. 
Les cellules à escu- 
line ne sont pas 
encore Tortement 
colorées en rouge 
violacé, 

id. 
Coloration, on r 
tient pas eneoi 
teinte violacée ca- 
ractéristique. 

id. 

id. 

id. 
.ocalisatioD très 
nette. Coloration 
rouge violacée. 



3 secondes 
3 secondes 
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La question du temps de coDlact avec Tacide joue aussi un très 
grand rôle; le tableau suivant résume les résultats obtenus dans 
ces expériences en employant un acide renfermant 0,20 de fer pour 
100 grammes : 



Coloration rose, en général â peine accusée ; 
id. teintée légèrement de violet ; 

id. rouge violacé ; 



6' id. id. Un précipité d'hydrate d'oxyde de 

fer qui masque la réaction commence à apparaître ; 
T Coloration rouge violacé. Précipité d'oxyde de fer ; 
8' id. id. id. 

9' id. id. Le précipité d'oxyde de fer masque 

toute la préparation ; 
10' Réaction de moins en moins nette. Quelques rares cellules sont 

encore colorées en rouge violacé ; 
15' Abondant précipité d'oxyde de fer. Les cellules à csculine ne se 

colorent plus. 
20' Abondant précipité d'oxyde de fer. Les cellules à escuiine ne se 

colorent plus. 

En résumé, pour caractériser l'escaline dans les cellules qui la 
contiennent , le réactif de Sonnenschein seul donne d'excellents ré- 
sultats. Le meilleur mode opératoire consiste à plonger les coupes 
pendant 2 à ^ secondes dans de l'acide azotique à 1 ,33 renfermant 
0,ao à 0,3o de fer pour 100, puis à les retirer vivement pour les faire 
baigner immédiatement dans de l'ammoniaque liquide du commerce. 
Le séjour dans ce dernier réactif peut durer quelques minutes. 

On monte alors la préparation dans la glycérine. 

Praliquemenl, on est averti de la bonne marche de la réaction 
parle fait suivant: après immersion de la coupe dans l'acide azo- 
tique, lorsqu'on la plonge dans l'ammoniaque, elle reste 1 à 2 se- 
condes environ sans changer de coloration, puis d'un seul coup 
vire au rose et au rouge violacé. En surveillant ce phénomène, on 
peut en tirer une indication sur la conduite à tenir ou sur le ré- 
sultat de la réaction. 
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LOCALISATION SPÉCIALE DE L'ESCULINE DANS LES TISSUS DES DIFFÉRENTS 
0R6AHES DE L'>CSCULUS HIPPOCASTAHUM 



I. — Org^aneB végrëtatifs. 



Tige, — La structura hislologique d'une tige de l'année est la 
suivante : 

L'épiderme pourvu d'une cuticule peu développée possède quel- 
ques poils coniques unicellulaires trèa rares, qui y sont enfoncés. 
Viennent ensuite quatre à cinq raugées de cellules collenchyma- 
teuses sous-épidermiques et un parenchyme cortical assez réduit 
dont quelques cellules renTerment des mâcles d'oxalate de calcium. 

Le cylindre central comprend un cercle complet de faisceaux 
libéro-ligneux de forme ovale séparés par de larges rayons médul- 
laijes qui se ligninenl en vieillissant. Chaque faisceau est coiffé 
d'un arc de 4 ^ ^ assises de fibres péricycliques. Le liber présente 
des Ilots de tubes criblés avec leurs cellules annexes, le plus sou- 
vent isolés et séparés les uns des autres par de larges cellules du 
parenchyme libérien ; il renferme quelques cristaux rhomboédriques 
d'oxalate de chaux au voisinage du péricycle. 

Le bois est fortement vasculaire, et le parenchyme ligneux très 
peu ou pas lignifié. La moelle est très développée, formée d'élé- 
ments plus petils et peu lignifiés à la périphérie, grands et paren- 
chymateuxau centre avec quelques mflcies. 

Une coupe de tîge traitée comme nous l'avons indiqué au cha- 
pitre précédent montre la répartition suivante pour les cellules à 
escutine ; 
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Toutes les cellules de l'épidémie el de la première assise sous- 
épidermique se colorenl en rouge vif; il en est de mfime pour quel- 
ques élémenls de la troisième et quatrième assise sous-jacente. 
Au-dessous de ce collenchyme sous-épidermique qui renferme la 
plus grande partie de l'esculint', sfr trouve le parenchyme chloro- 
phyllien, dont la couleur verte tranche sur le reste de la prépara- 
lion. Il ny a que très peu de cellules à esculine dans ce parenchyme 
chlorophyllien. La formation de ce glucosidc ne paraitdonc pas f^lre 
le r<^ullat immédiat de la fonction assimilalrice. Dans le paren- 
chyme corlical, quelques cellules donnent la réaction ; elles sont 
situées un peu çà et là, sans onlre apparent. Quant à l'endoderme, la 
coloralion caractéristique y njjfiriratl nellemenl ; mais il convient 
de remarquer que certains éléments cellulaires, riches en amidon, 
restent insensibles ii l'action du réactif (PI. V el VI). 

Dans le liber on compte généralement cinq ou six cellules colo- 
rées par arc libérien ; la réaction esl plus apparente surtout dans les 
grandes cellules de parenchyme qui entourent les plages de tubes 
criblés et principalement celles qui sont immédiatement situées au- 
dessous du péricycle. Ni les tubes criblés, ni les celluleH annexes 
ne se colorent. Dans lo bois on no trouve guère d esruline que dans 
certaines cellules du parenchyme ligneux voisines des éléments pri- 
maires du faisceau, et, ù la péri[ihMe de la moelle, le réactif colore 
presque toutes les cellules en contact aiiec tes éléments ligneux. 

Celte localisation donne l'apparence d'une ligne sinueuse de cel- 
lules bordant intérieurement le cylindre central comme l'endoderme 
le limite vers l'exlérieur. Dans la moelle, les cellules à escuUne sont 
disposées sans ordre apparent (PI. V et VI). 

La alruclure d'une lige de deux ans esl un pen différente. 
A l'extérieur un suber de 7 à 8 assises ; puis un parenchyme cor- 
tical assez développé, à cellules petites et arrondies, collcnchyma- 
teuses ver.s les parties les plus externes, cl devenant plus gramles à 
mesure qu'elles se rapprochent du cylindre central. Plusieurs de 
ces cellules contiennent des groupements mflciés d'oxalale de 
chaux en nombre toutefois restreint. Le péricycle est représenté par 
des qrcs de tissu mécanique formé de fibres arrondies fi lumen 1res 
étroit' qui recouvrent chaque faisceau el finissent par se rejoindre 
latéralement pour constituer un anneau fibreux compjel. Le cylin- 
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l'I I. - [■11.. I. — llép.irtiti.ni do 1-cs.ulinc dans mie jeune ri 
iV .ï^sriitug llippoeliinum I,. 

t. — Ht'porlitiiiii <io ['(-f culinr à ta périphérie de la moelle d'il 
lie \'/Efiilus Hippocastanum L. 
b, bois : — '., liber ; — m. moelle. 
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dre central est peu différent de celui deU lige d'un an. Le bois dans 
iequel on distingue aisément les zones annuelles d'accroissement 
est simplement un peu plus lignifié. 

Dans cet organe, l'esculine se localise dans le phelloderme, le 
parenchyme cortical, l'endoderme, le liber, les rayons médullaires, 
la moelle et la zone périméduUaire ; en un mot, dans tous les paren- 
chymes, avec celte particularité que le plus grand nombre de cel- 
lules à esculine se trouve dans le phelloderme, l'endoderme, la péri- 
pliériedeIamoelle(Pl. l,fig. a). Le liège ne renferme pas de glucoside. 

Aucune modirication importante n'existe dans la structure intime 
plus âgée. Le périderme esl beaucoup plus développé, les cellules 
du parenchyme cortical sont aplaties, allongées langentiellement. 
Les cristaux d'oxalate de calcium s'y trouvent en bien plus grand 
nombre et disposés dans des cellules voisines, formant ainsi des 
amas disposés parallèlement au-dossus du péricycle fibreux et con- 
tinu. 

Le liber esl disposé en files radiales, séparé par des rayons médul- 
laires très petits à une seule assise de cellules, traversant toute la 
région libérienne pour aboutir au péricycle. Des éléments nouveaux 
apparaissent dans cet organe; ce sont des rangées de libres libé- 
riennes disposées en traînées transversales et parallèles. 

L'esculine se trouve localisée aux endroits suivants : i" dans les 
trois ou quatre premières assises du phelloderme, qui se colorent 
par la réaction de Sonnenschein ; 2" dans le parenchyme cortical, 
qui, coDtrairement à ce que nous avons dit pour la tige jeune, esl 
assez riche en esculine. 

La plus grande proportion se trouve au voisinage du péricycle, 
mais l'endoderme ne se différencie pas nettement comme dans la 
tige jeune. Au-dessous, dans la zone libérienne, on trouve encore 
des cellules h esculine mais bien moins nombreuses. Quelques amas 
de cellules, colorées en rouge, se rencontrent immédiatement au- 
dessous du péricycle; dans le liber jeune on ne trouve de l'esculine 
que dans les rayons médullaires. Le liège, les cellules oxalifères, 
les fibres el les cellules scléreuses ne donnent pas de réaction. 

Des recherches analogues faites sur des arbres âgés et sur une 
écorce d'environ 12 millimètres d'épaisseur, prélevée par nos soins 
el attirée immédiatement par les réactifs, ont permis de constater 
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une répartition analogue des cellules à fj^lucoside. Signalons cepen- 
dant la richesse en esculine de l'écorce secondaire (phelloderme). 
Quand une nouvelle assise pliellogènc prend naissance plus pro- 
fondément, ce nouveau péridermc exfolie l'ancien avec le gincoside 
qu'il renferme en abomlance. Ce fait eçit inléressani à constater. 
Ainsi donc, l'esculine comme l'oxalate de chaux, après s'être nccu- 



Nervure médian p. 



M'lii>ni,i de la struclure .inalomitjuf! du pétiole et de la n 
■le y .l-'uruliiii llïppocastanum L. 



mulée principalement vers la rourlie exiorne de l'écorce, est rejelée 
avec le rhylidome (PI. Vlh. 

Faul-il en conclure que ce produit est une excrétion ou, tout au 
moins, un résidu de l'activité cellulaire, un produit de désassimtla- 
tion inutile aux besoins du végétal? Tout semble le prouver, car au 
moins pour la pins grande partie, dans les arbres Agés, le gluroside 
se trouve éliminé avec les rhylidomcs successifs. 

Si l'on ajoute qu'on n'en rencontre qu'une très pelito quantité 
dans les divers autres tissus très jeunes, il faut reconnaître que cette 
liypotliése est plausible. 

Pétiole. — La stru'lure du péliolcpsl identique;'» celle de la lige 
de première année. La seule différence importante consiste en ce 
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i|uc, au milieu de la moelle, on trouve gi^néralemcnt f,, parfois 
3 faisceaux toncenlriqiiee à liber iulérieurflig. i). CesTaisceauxont, 
(railleurs, Hé éludiez |>ar M. H. Bouygues (i) el décrits sous le nom 
de pseudo-faisceaux concentriques inverses. 

Dans le faisceau médullaire, quelques cellules de l'endoderme et 
du parenchyme libérien prennent ]a coloration rouge (PI. VIII.) 

La localisation de l'escuHne dans le pétiole offre donc la même 
répartition que dans la tige; il faut remarquer cependant que l'épi- 
derme, l'endoderme et la périphérie de la moelle sont les lieux de 
prédilection du glucoside. 

Feuille. — Les cellules de Tépiderme supérieur de la feuille sont 
rectangulaires en coupe transversale et de dimensions variables. La 
cuticule est peu développée et striée; les cellules de Tépiderme infé- 
rieur, également rectangulaires, sont de dimensions mo'tié moindres 
(|ue celles <les cellule? épidenniques supérieures. La feuille âgée est 
glabre. Les jeunes feuilles ont de longs poils coniques, unicellu- 
laires, enfoncés dans l'épideriDe, et munis de petites pointes h leur 
surface. 

Le mésophyle liifacial comprend une assise palîssadique, qui 
occupe k peu près un tiers de l'épaisseur totale. Le reste est formé 
de parenchyme lacuneux, où Ton rencontre quelques rares cellules 
i'i essence analogues k celles des Laurinées. 

Les «tomates, entourés par \ ou 5 cellules annexes, ne présentent 
rien de régulier dans leur <lisposilion. La nervure médiane est 
biconvexe, forlemeni proéminente t> la face inférieure. Sous chaque 
épiderme on remarque un tissu collenchymateux développé, surtout 
sous l'épiderme supérieur. 

Le système libéroligneux est formé de deux faisceaux. L'un, dis- 
posé en arc, et l'autre, au contraire, à seclion rectiligne réunissant 
les deux cxtrémilés i!ii premier. L'endoderme entoure toute la sièle, 
et le péricycle est enlLèrenienlfihreux. 

Dans la moelle on iiouve un faisceau médullaire^ liher intérieur. 
Dans le inésopliylle de In feuille el le parenchyme de la nervure se 

(i, H. B'ii'ïdii.s. SInicliire, origine et dèiieloppemeni de ferlainei formée 
vatcutaireti anormale* du j Hiole lie Dicolylédonei, p. 4-8, io3-io5, Bor- 
ileaux, 1903. 
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troOTenl quelques rares cristaux mâol^s d'oxalate de chaux. Dans 
le limbe, l'esculine se trouve localisée dans les deux épidermes, mais 
la réaction est beaucoup plus accentuée dans l'épidcrme supérieur- 
Il en existe de petites quantités dans le parenchyme paiissadique, 
et, dans le parenchyme lacuneux, quelques cellules se colorent après 
l'action du réactif de Sonnenschein; mais leur nombre est relative- 
ment faible (PI. X, fig. i ). La localisation dans la feuille est assez 
délicate à effectuer, car souvent la coloration rouge qui provient 
des cellules épidermiques supérieures diffuse et rend l'examen dilfi- 
cile. Toutefois, avec un peu d'habileté, on peul arriver à une locali- 
sation très nette, et nous pouvons affirmer que l'esculine ne se 
trouve qu'en très petite quantité dans les cellules palissadiques. 

Dans le mésopbylle, le glucoside se rencontre surtout dans l'épi- 
derme, et les assises collcnchymatcuses -sous-jacentes et, en parti- 
culier, dans les coUenchymes de la face supérieure. Le parenchyme 
de la nervure est encore moins richeen cellules à csculine que le pa- 
renchyme cortical de la lige.Ccscellulesse rencontrent aussi dans les 
parenchymes libériens et ligneux, les rayons médullaires, mais c'est 
dans l'endoderme et la zone péridermique qu'on on trouve le plus 
grand nombre. 

Le contenu des poils lecteurs paraît renfermer de l'esculine, bien 
que, d'ordinaire, ils ne prennent pas la coloration. 11 faut tenir 
compte de la nature de leur membrane, qui s'oppose à la diffusion 
du réactif, mais tout poil brisé ou endommagé se colore on rouge, 
le réactif se trouvant ainsi par accident mis directement en contacl 
avec le contenu. 

Racine. — En coupe transversale, la radicelle montre la struc- 
ture suivante: une assise pilifère avec poils radicaux nombreux, 
puis l'assise subéreuse et un parenchyme cortical assez développé 
sans cristaux. L'endoderme est 1res caractéristique, et quelques 
cellules sont en voie de division pour constituer l'assise subé- 
rophellodermique. 

Le cylindre central comprend : 

Un péricycle non dédoublé, quatre faisceaux de liber disposés au 
pourtour d'un massif ligneux de forme losangique cl complètement 
lignifié. 

Le parenchyme cortical possède 1res peu de cellules èi esculine, 



oyGoogle 



-45- 

et le plus grand nombre se trouve situé au voisinage de l'endo- 
derme. Toules les cellules endodermiquos. sauf celles en voie de 
division donnent la coloration rouge caractéristique due à la réac- 



Fic. 2. — Local! sa lion de l'esculjne ilang u 
A'^^RCulat Ilippocotlanum !.. 
- /H", parenchyme corllcnl; — f. per. libres pér 



tion de Ronnenschein. Le péricycle, contrairement à ce qui existe 
dans la tige, renferme beaucoup d'esculine. On rencontre encore ce 
glucoside dans quelques cellules du parenchyme libérien cl quelques 
r.ircs éléments du parenchyme ligneux (PI. VIII). 

Dans une radicelle plus âgée, le liège assez développé a exfolié 
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tout le parenchyme cortiral itrimairc. Le pheliodeiinc es! relative- 
meat peu développé el r^iferme de l'oxalate do chaux cristallisé 
fiurtoulen inâcles, raiemenl en rhomboèdres. Le bois très développé 
fïsl fortement ligneux, 

I/escnliiie se trouve réparlie en g;rande quantité dans les cellules 
du parenchyme cortical secondaire, au voisinage du lièye. Elle se 
localise, en outre, dans le parenchyme; les rayons médullaires du 
bois renferment aussi quelques rares cellules donnant la réaction 
caractéristique de ce glucosidc (fîg. a). 

Dans une racine de 2 à 3 millimétrés d'épaisseur, la structure esl 
à peu près identique. La seule différence consiste en la présence de 
libres péricYcliques et libériennes et d'une plus grande quantité de 
cristaux d'oxalate de chaux en mflcies et rhomboèdres. 

Comme précédemment, l'esculine se trouve dans la partie externe 
du pbelloderme, dans le parenchyme libérien au voisinage des 
fibres, dans les rayons médullaires libériens, et en très petite quan- 
tité dans le parenchyme ligneux. 

L'écorce d'une très grosse racine présente une structure presque 
semblable à celle de l'écorce de la lige. On y rencontre, au-dessous 
du liège, un parenchyme cortical secondaire et un libérassiez déve- 
loppé, avec des amas défibres péricycliqueset libériennes disposées 
parallèlement. Des cristaux d'oxalate de chaux sont nombreux dans 
cette écorce Agée (PI. XI., fig. 2.) 

L'esculine se trouve principalement localisée dans lephelloderme 
et dans le parenchyme cortical et libérien au voisinage des amas 
fibreux. Le tissu criblé jeune ne renferme pas de cellule à esculinc ; 
on ne trouve ces dernières que dans les rayons médullaires libé- 
riens. 



H. — Oripanes de reproduction. 

Inflorescence. — L'inflorescence du marronnier est unegrappi- 
de cymes unipares à fleurs irrégulières. Le calice est gamosépale à 
f> lobes imbriqués; ily a^ pétales nonappendiculés; 6à8étamines 
disposées sur 2 verticilles, dont un est superposé au calice et tou- 
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jours formé de 5 étamines ; l'autre, superposé aux pétales, etil in- 
complet. Le gynécée est composé dun ovaire à 3 loges biovulées. 
A la maliirité le fruiteslunecapsulc charnue déhiscente renfermant 
I à 3 graines. 

La structure de l'axe d'iulloiTsciocc s.; rapproche beaucoup de 
celle de la lige : l'épiderme à cuticule peu développée possède des 



FiG. 3. — ^Schéma monlrant la di!»posilioii def pièces d^ins le bouUin floriil 

de \'/EscuIut Hippocaslanam L. [Le poinlUlé indique tu répartition de l'eteu- 
Une dans ces organes.) 

poils unicellulaires coniques assez nombreux enfoncés dans l'épi- 
derme. 

Les quatre ou cinq assises sous-épidermiques sous-jacenles ne 
sont pas collenchymaleuses, comme dans la lige. Le parenchyme 
cortical esl assez, développé et comprend i5 à 20 rangées de 
cellules. L'endoderme est toujoure très visible ; les amas de fibres 
péricycliques sont disposés au-dessus de chaque faisceau et ne 
Forment pas un anneau fibreux continu comme dans la tige. Le bois 
fortement vasculaire est très peu lignifié. La moelle est fortement 
développée. 

Les axes de second et troisième degré possèdent une structure à 
peu près semblable à la précédente. La seule différence consiste en 
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Au bas (le l'ovaire très jeune, l'csculinc se trouve iocalisée dans 
l'épiderme externe et l'assise sous-épidermique, dans le paren- 



chyme des parois de l'ovaire et en particulier autour des ébauches 
vasculaiFes(PI. Il)- Dans une coupe taite à une hauteur un peu dilTé- 
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rente, nous voyons la réaction devenir intense, suivant trois lignes 
qui correspondent aux parois ovariennes internes non encore sépa- 
rées. Lorsque celte séparation est définitive, toutes les cellules 
épidermiques de la paroi interne donnent la réaction de l'esculine. 
{PI. II, fig. i, 2, 3). 

En résumé, dansl'ovaire bien développé, les cellules & glucoside 
se rencontrent dans les épidermes externe et interne, et lea assises 
sous-ipidermiquea dans le parenchyme des parois ovariennes, prin- 
cipalement au voisinage des faisceaux. 

Orales. — L'étude de l'ovule et de la graine a fait l'objet de 
nombreux travaux. Citons ceux de Godprin (i), Harz (a), Hol- 
fert(3), KAY8Eft(4)el tout dernièrement de P. GuERiN(5).Cesdeux 
derniers auteurs se sont plus spécialement occupés du développe- 
ment du tégument. Les résultats sontconcordants. L'ovule eatcam- 
pylotrope, et ce n'est que dans la région micropylaire que l'on peut 
établir une distinction enireles deux téguments ; on y trouve huit 
à dix assises pour le tégument interne. Pendant le développement, 
le nombre des assises du tégument externe augmente beaucoup, et 
ces dernières épaississent fortement leurs membranes. Lee cellules 
du tégument interne restent statiounaires et gardent leurs parois 
minces. 

A la maturité, il est excessivement difficile de dilTérencier exac- 
tement les téguments. 

Dans la région radiculaire, il est cependant assez facile de retrou- 
ver l'assise la plus interne du tégument, car en cet endroit aucune 
résorption n'a eu lieu, et le tégument interne persiste touteoUer. 

En dehors de la zone micropylaire, les cellules du tégument sé- 
minal, plus ou moins fortement comprimées ou résorbées, sont les 
vestiges de modifications profondes, et l'on ne distingue plus le 
tégument interne. KAYSBnnefaitpasmention de l'albumen et admet 

(i) GoopmN. Élade hittologiqat sur Iti Ugument» téminaux dt» Angiospermes, 
p. fli-91. Nancy, 1880. 

(2) Hari. Samenkunde, p. 947-949' '885. 

|3) HoLFERT. Die Nfthrschicht der Samenschalen, Fhra, p. 3oo, 1890. 

14) KAveBR. Beit. z. Kennlniss der EnlwickcluDgsgeachichte der Somen. 
Pringtheim's Jahrb. far wU». Bol.A. XXV, p. 117-iA i8y3. 

(T)) P. GuERiN. Développenienl de la graine el en particulier du Légumenl 
Béminal de quelques SapiDdacéee. Jour, bol., t. XV, p. 34(h 1901. 
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que l'embryOD s'applique immédiatement sur l'albumen- P. Gue- 
rin a, en elTet, montré que ce dernier n'exisl« pas dans la graine 
mOre. « Les noyaux d'albumen qui tapissent à un moment donné la 
paroi du sac embryonnaire ne s"oi^anisent pas en tissu et dispa- 
raissent bientôt complètement. » 

A tous les stades du développement l'esculine se trouve exclusive- 
ment localisée dans les téguments, gui prennent une coloration rouge 
interne par le réactif de Sonnensc/tein. 

Fruit etgraine. — Si l'on étudie la structure analomique du 
fruit arrivé à son complet développement on trouve : 

Un épiderme peu cutintsé pourvu de poils coniques pluricellu- 
laires principalement situés sur les émergences. Puis un tissu pa- 
renchymateux peu dense dont les cellules sont disposées dans le 
sens radial. Vers le milieu de la surface de )a préparation, on 
rencontre un grand nombre de faisceauxlibéro-ligneux coupés obli- 
quementet, enfin, un tissu parenchyniafeux avec denombreuxméals. 

Dans la paroi de ce fruit, l'esculine se localise un peu partout; 
mais elle existe surtout en grande quantité dans l'épiderme et au 
voisinage des faisceaux libéro-ligncux. Le tissu parenchymateux 
interne est beaucoup moins riche que celui situé soua l'épiderme. 

Le tégument de la graine comprend une assise de cellules dispo- 
sées perpendiculairement à la surface et un nombre variable d'as- 
sises de cellules ovoïdes, dont les plus externes ont leurs parois 
épaissies et probablement subérifiées, car elles restent colorées par 
le vert d'iode. Tout ce tégument prend une coloration rouge intense 
par la réaction de Sonnenschein. 

Le cotylédon et la radicule ne laissent déceler aucune trace d'es- 
culine, contrairement à l'opinion émise par Laves(i). 

La petite quantité d'esculine que l'auteur allemand prétend avoir 
trouvé dans ces oi^anes provient très probablement des parcellesdu 
tégument difficiles à séparer de l'embryon dans les graines sèches. 



(i) E. Laves. (Jeber die ZusammenseUung der FrQchte vor 
poeoêlanum. Pharmaceal. Ceniralblall., L. 4^ p. 333-336, igoi. 
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intranl la locnllsatlon. 

PiG. I, a, 3. — Schéma de la structure anatomique de l'ovaire 
avec la répartition de l'eBculine aux dilTérents stades du développement. 
Le pointillé iadlque la rApartitlon de l'escullae. 
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CHAPITRE III 



RÉPARTmOH DES CELLULES A ESCULtHE DANS LES TISSUS 
DES 0R6ARES DÉVELOPPÉS DANS DES CONDITIONS SPÉCIALES 



Aiin do déterminer le rdle que l'on doit attribuer à l'esculine 
dans les diverses actions chimiques qui se passent dans la plante, 
nous nous sommes efforcé de rechercher ses variations, lorsque 
les conditions de milieu viennent à chang'er. Nous nous sommes 
occupé d'abord des feuilles au moment de leur chute. Nous avons 
ensuite étudié la répartition du glucoside dans les feuilles de 
seconde pousse et dans des germinations développées à la lumière 
ou à l'obscurité. Enfin ces expériences furent renouvelées sur de 
jeunes jets d'une année, développés ensuite à l'abri de la lumière. 

Chute des feuilles. — Etudions d'abord la répartition de 
l'esculine dans les feuilles au moment ofi elles commencent à jaunir 
et à se détacher de l'arbre. 

En septembre-octobre, la structure anatomique de la feuille, du 
pétiole, de la tige est à peu près identique b ce que nous avons 
trouvé au printemps. Le tissu de soutien (péricycle et faisceau 
ligneux) est cependant plus développé. La localisation de l'esculine, 
par la réaction de Sonoenschein, se fait très mal ; la coloration 
obtenue dans les cellules à glucoside est rose, et souvent même, 
dans les cellules épidermiqucs, on n'obtient qu'une teinte jaunâtre 
plus ou moins intense. L'esculine présente la même répartition que 
dans les organes étudiés au printemps. Toutefois, à la fin d'août, 
le liber renferme une plus grande quantité de cellules se colorant 
en rouge violacé. Tout le lissu criblé prend une teinte rose, 
probablement par suite de la diffusion ; c'est le seul endroit de la 
préparation oii ta réaction affecte sa netteté caraclérislique. 
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Dans les parencHymes de la nervure médiane et du limbe des 
feuilles complèlement jaunes qui sk détachent de l'arbre, la locali- 
Ralion se fait avec encore moins d'intensité. Le liber même n'offre 
plus une répartition si intense que précédemment. 

Les réactifs du lanin ne donnent que des réactions douteuses, et 
il est difficile do se baser sur les résultats obtenus pour en tirer 
des conclusions. 

En résumé, en automne, l'esculine se trouve en grande quantité 
dans le liber des rameaux, probablement en voie de transport vers 
les parties les plus âgées. Si elle existe encore dans les cellules 
épidermiques, elle y serait sous forme de combinaisons l'cmpéchanl 
de se colorer par la réaction de Sonnenschein. 

Feuilles de deuxième pousse. — Les feuilles de seconde 
pousse sont de couleur vert jaunâtre el n'atteignent jamais la cou- 
leur verte des feuilles du printemps. La localisation a été faite dans 
le pétiole, la feuille, le pédoncule floral et la (leur. 

Dans tous ces organes, la réaction de Sonnenschein se fait faci- 
lement, mais elle est beaucoup moins intense que dans les org'anes 
développés aux mois d'avril ou mai. Pendant deux automnes consé- 
cutifs et à sept ou huit reprises chaque fois nous avons refait cettfî 
localisation sans jamais obtenir la coloration rouge vif que l'on 
obtient avec les organes du printemps. 

La structure anatomique est identique à celle des organes que 
nous avons décrits précédemment. La quantité d'oxalate de chaux 
est cependant moins grande. L'esculine présente toujours la même 
répartition. On la rencontre en petite quantité dans tous les paren ■ 
chymes, mais Vépiderme, fendoderme, la périphérie de la moelle 
sont les endroits les plus riches en glucoside. 

Bourgeon. — Les écailles du bourgeon, au nombre de 8 ou lo, 
sont généralement recouvertes d'une matière résineuse particulière. 
La structure de ces écailles est assez curieuse et diffère totalement 
d'une feuille ordinaire. Les épidermes sont tous deux glabres, et 
munis d'organes sécréteurs particuliers, producteurs de la résine 
agglomérant entre eux les écailles prolectrices. L' assise sous-épi- 
dermique est peu différenciée de la partie sous-jacenle. Le méso- 
phylle est constitué comme un parenchyme homogène dans lequel 
on trouve des faisceaux libéro-ligneux entourés chacun par un 
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endoderme particulier. Le bois de ces vaisseaux est réduit à quel- 
ques trachées. Les cristaux d'oxalale de chaux en mflcles sont assez 
nombreux dans te parenchyme. 

L'esculine se trouve localisée dans les épidermes et les assises 
sous-épidermiques, dans l'endoderme des faisceaux et dans quel- 
ques rares cellules de parenchyme ligneux. Dans te mésophylle, elle 
est dispersée un peu çà et là sans ordre apparent (PI. X., Rg. s). 

Les petiles feuilles du boui^on contiennent déjà de l'esculine 
mais en faible quantité. 

Rameau. — Les petits rameaux qui s'échappent du tronc pos- 
sèdent la même structure que le rameau principal de première 
année. Le péricycle est un peu moins sclérifié, le collenchyme sous- 
épidermique n'existe pas, les poils sont nombreux, le bbis très peu 
li|;Deux est réduit à ses vaisseaux avec très peu de parenchyme 
lignifié, la moelle est développée. 

Les pétioles et les feuilles issus de ces rameaux oITrent une struc- 
ture analogue aux organes correspondants sur laquelle il est inulile 
d'insister à nouveau. 

Dans les tissus de ces organes la proportion des cellules qui 
donnent la réaction de l'esculine est plus grande que dans les autres 
organes étudiés jusqu'ici. En particulier le parenchyme cortical et 
la moelle qui, dans la lige et le pétiole, sont relativement pauvres 
en glucoside, sont dans ce cas abondamment pourvus de cellules 
qui donnent la réaction. Bien qu'il soit difficile de fixer des chifTres, 
le simple examen microscopique permet de voir que le nombre 
des cellules qui sont colorées en rouge est environ trois fois plus 
fort que dans un organe adulte correspondant. Aussi les rameaux 
qui s'échappent du tronc sont-ils d'excellents matériaux pour l'étude 
des réactions microchimiqiies de l'esculine. 



REJETS d'une année DÉVELOPPÉS A l'aBRI DE LA LUMIÈRE 

Au printemps, de jeunes marronniers provenant de germinations 
de l'année précédente furent placés en pleine terre, et recouverts 
d'une cloche noire empêchant tout accès de lumière. Ces jets se 
développèrent rapidement, et le bourgeon terminal de la tige verte 
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ne tarde pas à donner naissance à une tige jaune étiolée, dont les 
rameaux grêles et fra^Ies présentaient un aspect des plus cu- 
rieux. 

La localisation de lesculine fut faite à l'endroit de la séparation 
des deux rameaux. 

A. Tige de l'année précédente. — La lige de l'année précédente 
montre un suber de 5 à C assises de cellules ne donnant pas la 
réaction de Sonncnschein. Le phelloderme renferme de l'esculine 
en abondance ; mais la réaction ne se produit jamais au delà de la 
troisième rangée de cellules, qui, eUe-méme, n'en renferme pas 
d'une façon continue- Le parenchyme cortical et la moelle sont 
pauvres en cellules à glucoside. 

L'endoderme, la périphérie de la moelle, le parenchyme libérien 
présentent la même répartition que dans un oi^ane adulte. 

B. Tige étiolée. — Dans la tige étiolée nous trouvons : un épi- 
derme avec des poils unicctlulaires assez nombreux. Certaines cel- 
lules épidermiques commencent à se cloisonner pour donner l'as- 
sise subéro-phellodermique. L'épiderme et les 4 ou 5 premières 
assises sous-épîdermiqucs, contrairement k ce que nous avons 
trouvé dans le cas précédent, sont riches en esculine. Le paren- 
chyme cortical et la moelle renferment également un plus grand 
nombre de cellules qui se colorent en rouge par l'action du 
réactif. L'endoderme, la périphérie de la moelle, le parenchyme 
libérien n'offrent pas une répartition plus grande que précédem- 
ment. 

En résumé, l'oigne étiolé renferme un plus grand nombre de 
cellules qui donnent la réaction de l'esculine. La différence s'ac- 
centue principalement dans les assises sous-épidermiquos, le paren- 
chyme cortical et la moelle. 

Grerminatlon. — Des graines de Marronnier furent mises à 
germer, afin de déterminer à quelle époque de la végétation appa- 
raissait l'esculine. 

Nous avons vu que ce glucoside ne se trouve que dans le tégu- 
ment de la graine, on ne le rencontre jamais dans l'embryon. Pen- 
dant la germination, les téguments ne jouant qu'un rôle de protec- 
tion, il était donc bien facile de saisir exactement le moment où 
le glucoside ferait son apparition. 
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A. Gonis. Del. A. Duval. Se. 

PI. 111. — Structure de l'exlrémilé de la radicule, avec la localisation 

de l'esculine. 

pe, paroncbyme cortical ; end. endoderme ; cg. ceni, cylindre lenlrsl ; c. coirTs, 



dwGoogle 



dwGoogle 



— 6i — 

Nous avons donc étudié la localisation dans une jeune racine qui 
avait atteint environ lo cenlimètres de longueur. 

Une coupe transversale faite à 4 ou 5 centimètres de l'extrémité 
de la racine nous a montré Is structure suivante : un épiderme peu 
différencié sans cuticule, formé de cellules très petites par rapport 
aux éléments sous-jacenls. Un parenchyme cortical, sans cristaux, 
formé de cellules arrondies laissant de nombreux méats entre elles. 
' L'endoderme est très nettement visible ; le péricycle, déjà dédoublé, 
n'est pas encore aclérifié. Les faisceaux li^^neux en voie de forma- 
tion sont disposés en cercle autour d'une moelle très développée. 

L'assise la plus externe de cette préparation ne renferme pas 
d'esculine. Les assises sous-épi dermiques, au contraire, sont assez 
riches en glucoside. Toutes les cellules endodermiques et la plupart 
des cellules situées au-dessus de cette assise se colorent en rouge vio- 
lacé. Le parenchyme cortical et libérien, le parenchyme ligneux au 
voisinage des trachées présentent quelques rares cellules à esculine. 
Dans la moelle elle se répartit un peu partout en assez grande abon- 
dance, sans se localiser spécialement à la périphérie, comme cela se 
produit dans les organes aériens (FI. XI, fig. i). 

A 1 ceolimëtre de distance de l'extrémité de la racine, la struc- 
lure anatomique présente trois zones bien distinctes. 

Vers l'extérieur, on trouve 3 ou 4 assises de cellules polyédriques 
séparées du parenchyme cortical par une rangée de cellules forte- 
ment allongées radialeroent. 

Puis, vient une zone représentant le parenchyme cortical formé de 
cellules polyédriques ne laissant entre elles que des méats excessi- 
vement petits. 

Vers l'intérieur l'endoderme n'est pas encore différencié, sauf en 
quelques rares endroits, et en se rapprochant. de l'extrémité, il esl 
impossible de le distinguer. La deuxième zone esl un tissu en voie 
de différenciation; on y rencontre quelques tubes criblés reconnais- 
sables k leurs parois nacrées. La moelle est formée de cellules com- 
plètement polyédrique sans méats. II n'y a pas de cristaux d'oxalate 
de chaux dans cette préparation. 

L'esculine se trouve localisée dans le parenchyme cortical, prin- 
cipalement vers la partie interne où va se différencier l'endoderme. 
On en trouve peu vers la partie externe, et il n'y en a jamais dans 
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les cellules allongées radialemeot ni dans le tissu situé au-dessus 
de cette assise . La deuxième zone, où se diCTérencient les faisceaux 



. 5. — SIruclurc aDatomique de l'exlrémité de la radicule (germinalionj. 

Ltt cellutet marquiet de poînlillé repritentent let ctUulet à esculine. 
le, tubes criblés. 
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libéra- ligneux, n'en renferme pas. Dnns la moelle, la réaction est 
assez intense, mais les cellules sont disposées un peu sans ordre et 
n'aflèctent pas encore celle élection particulière au pourtour des 
faisceaux que nous avons indiquée dans presque tous les tissus. 
Très près de l'extrémité, la structure est identique. Seul le tissu 



FiG. 6. — Slruclure anatomique du pétiole colylédonaire montrant 

la localisation de l'es eu Une. 

ep. èpiderme : ~ end. eadoderme ; — l, liLer; t>, bols. 

situé au-dessus de l'assise à cellules allongées radialeinent est beau- 
coup plus développé. Le réactif de Sonnenschein ne décèle aucune 
trace d'esculine dans celle préparation. La figure 5 nous montre la 
structure anatomique de la radicule, près de son extrémité. Il y a 
encore quelques rares cellules qui se colorent en rouge. 
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Une coupe longitudinale de rexlrémilé de la racine permet 
l'explicalion de cett« siructure et de la réparlilion de l'esculine 
(PI. ni). Kn C nous voyons la coiffe en Irain de s'exfolier; c'est le 
tissu qui, dans les coupes transversales, est situé au-dessus des cel- 
lules allongées radialement; D représente le parenchyme cortical, 
cl F le cylindre central. Nous voyons de suite que le point végétatif 
ne renferme pas de glucostde. A une pelile distance de l'extrémité 
elle apparaît dans le parenchyme cortical et la moelle. 

Quelques millimètres plus haut l'endoderme est différencié, l'es- 
culine s'y localise et tend en outre à gagner la partie épidermique. 

Pétiole cotylâdonaire. — Pendant le développement considé- 
rable do la radicule, la tigelle ne s'accrott pas énormément Les coty- 
lédons ne s'épanouissent pas et restent enfermés dans le tégument. 
Par la suite, tigelle et gemmule s'allongent, et les pétioles cotylédo- 
naires s'écartenl pour les laisser sortir (fig. 6i. 

Le pétiole colylédonaire est semi-cylindrique et possède la struc- 
ture suivante: sous un épiderme, dépourvu de poils, on trouve un 
parenchyme homogène traversé par 3 ou 5 faisceaux libéro-ligneux 
possédant chacun un endoderme particulier. L'esculine se localise 
dans l'épiderme, l'endoderme des faisceaux et en très petite quan- 
tité dans le parenchyme libérien. Dans le parenchyme, elle est dis- 
persée un peu sans ordre apparent. 

Gemmule. — La structure de la gemmule est également inté- 
ressante i> étudier. La tigelle montre : un épidémie cl a à 3 assises 
sous-épidermiques déjà bien didércnciées, un parenchyme cortical 
peu développé. L'endoderme est très apparent, et le péricycle déjà 
dédoublé n'est pas encore fibreux. 

Le faisceau libéro-ligneux est peu développé ; le bois peu lignifié 
se réduit à quelques vaisseaux spirales, situés à la pointe du fais- 
ceau. La moelle est assez développée, et on ne rencontre pas de 
cristaux d'oxalale de chaux dans lous ces tissus. 

L'esculine se trouve localisée dans tépiderme, l'endoderme et la 
périphérie de la moelle. Les parenchymes en renferment excessive- 
ment peu. 

La jeune feuille a une siructure très voisine de celle déjà décrite. 
L'épiderme possède des poils unicellulaires et des poils capit^s plu- 
ricellulaires et plurisériés; ces derniers sont principalement situés 
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Fac. Se. Paris, 1900 



A. Goms Del. Bonard. Se 

PI. IV. — Localisation de l'esculine dans l'exlrémité de la Ugelle (germination). 
tp, épideriDS \ pc, pareochyme cortical ; tnd, eodoileriiiï ; fit, ta'iaceaa libéro- ligneux. 
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sur l'épiderme supérieur aiu-«Jf!>iiua du collenchymc de la nervure 
médiane. Le parenchyme cortical, l'endoderme, le péricycle. le fais- 
ceau libéro-ligneux présentent la raëme disposition anatomique que 
dans la tigelle, ce qui nous dispense d'insister. 

L'escuUne se trouve disposée suîvanl trois lignes concentriques 
constituées par iépiderme, l'endoderme el le pourtour de la moelle. 
Il n'en exisle que 1res rarement dans les parenchymes (PI. X, fig. i). 

Il est intéressant de savoir à quel instant précis de la germina- 
tion apparari l'escuUne. Noua avons suivi jour par jour, en faisant 
des examens raicrochimiques, les modifications chimiques se pro- 
duisant dans les graines mises à germer. On a déjA insisté sur ce 
fait que, dans la graine, l'embryon ne renferme jamais de glucoside. 

Si nous reohercboDBresculine dans une germination, nous voyons 
que ce produit apparaît dès que la radicule a percé le tégument. 

Dans l'embryon, on la rencoolre dans l'endoderme des faisceaux 
voisins de la radicule (PI. X, fig. 3), alors qu'où ne peut la déce- 
ler dans les faisceaux situés dans l'iotérieur même des cotylé- 
dons. 

Le pétiole cotylédonaire et la radicule présentent déjà une répar- 
tition à peu près analogue à celle signalée précédemment. 

La figure (PI. IV) nous donne la localisation de l'esculine dans la 
ligelle. Ce produit se localise principalement dans fépiderme el les 
assises sous-épidermiques. On n'en trouve ni dans le faisceau ni dans 
la moelle. 

L'extrémité de la tigelle est dépourvue d'esculine. Ici comme 
dans la racine le point végétatif ne renferme pas de glucoside. 

Germination à 2 et 4 feuilles. — Nous avons examiné la 
rcpartitition de l'esculine dans des germinations ayant donné nais- 
sance à de jeuoes plantes et possédant 2 et même ti feuilles. 

Dans tous les tissus de ces différents organes l'esculine aiTecte la 
même répartition déjjt signalée dans les organes adultes. 11 en 
existe un peu dans tous les parenchymes, mais Cépiderme, l'endo- 
derme et la périphérie de la moelle sont toujours les endroits où elle 
se trouve localisée de préférence. 

A ce stade de développement, les cotylédons reaient attachés h 
la jeune plante et ne sont pas encore complètement assimilés. 

La réaction de Sonnenschein ne décèle pas trace d'esculine dans 
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lout ce tissu. Il n'en exisle que dans l'épiderme, et l'endoderme des 
faisceaux au voisinage des pétioles colylédonaires. 

Germination A l'obscurité. — Les marnes expériences furent 
répétées sur des graines mises 6 se développer à l'obscurité. Les 
localisations de l'esculine, faites aux différents stades que nous 
venons d'étudier, ont donné des résuUats identiques à ceux obtenus 
avec des plantes développées normalement. 

// est intéressant de voir que la lumière ne joue aucun rôle dans 
CappariUon de l'esculine, ta formation peut parfaitement se faire 
dans robscarité au moyen de matériaux accumulés dans Cembryon. 

Nous avons déjà dit que ces plantes, développées à l'obscurité, 
étaient des matériaux à recommander pour l'étude des réactions de 
l'esculine. Dans ces échantillons, la localisation se fait d'une façon 
précise et caractéristique, et ils nous ont beaucoup servi pour 
étudier kt couleur des précipités et essayer la valeur des réactifs. 
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CHAPITRE IV 



- AC10E ESCULITANMiqUE. SA LOCAIISATIOH. -~ II. - SA RÉPARTITION 
DANS LE VÉ6ÉTAL. - III. — SES RAPPORTS AVEC L'ESCULIHE 



Le tanin d© l'écorce de marronnier (acide esculitannique) a pour 
formule C**H**0'*. II existe dans tous les organes de la plante, 
écorce de la racine el du Ironc, écailles des bourgeons, Teuilles, 
fleurs. Dans la capsule du fruit, il se trouve concurremment avec uft 
tanin particulier, l'acide capsulœsc inique, qui aurait les réactions 
de l'acide gallique et correspondrait comme constitution à l'acide 
triacétylgalliquo. 

Etudié par Rocheleder et Nass, l'acide esculitannique se pré- 
sente à l'élat pur sous forme d'une musse incolore, amorphe, 
inodore ; il est fortement astringent, très soluble dans l'eau, 
l'alcool et l'éther. Ses solutions aqueuses au contact de l'air et 
surtout en présence d'alcalis prennent une coloration brun rou- 
geAtre. Par le perchlorure de fer la solution aqueuse se colore 
en beau vert que l'addition d'un alcali libre fait virer au violet. 
Contrairement à la plupart des tanins, il n'est pas précipité par 
l'émétique, mais il précipite par l'addition de certains sels neutres, 
l'acétate de plomb, l'acétate d'alumine, le bichromate de potasse et 
aussi par la gélatine. 

Soumis à l'ébullition avec un acide minéral étendu (acide chlorhy- 
drique),iise produit une mt^nifique coloration rouge cerise, et fina- 
lement il se sépare une substance rouge floconneuse,» le rouge de 
marron ». Par fusion en présence de chaux, l'acide esculitannique 
et le rouge de marron se décomposent en donnant de la phloro- 
glucine et de l'acide prolocatécbique. 
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I^callMUon. RAactUs. 

La seule réaction caracléristique de ce tanin estraclioo simultanée 
d'un sel de ler et de la potasse, réaction qui réussit mal en micro- 
chimie si l'on se sert de perchlorure de fer, mais qui se fait beaucoup 
mieux si l'on emploie le sulfate de fer dans certaines coudilions. 

La localisation obtenue quand on place la coupe en présence 
d'un cristal de sulfate de fer dans un verre de montre rempli d'eau, 
n'est pas précise. Avant que le sel de fer ait eu le temps de s'oxyder, 
l'acide esculitanoique s'e»t rapidement dilTusé, de sort« que la 
coloration se produit surtout sur Icr membranes, et, quand on 
ajoute ensuite la potasse, la préparation tout entière et principale- 
ment les parois des cellules prennent une coloration violetlc. Il est 
préférable, pour obtenir un bon résultat, d'opérer en milieu glycé- 
rine {glycérine 2 p., eau i p.). L'oxydation du sel ferreux peut se 
produire, et dans ces conditions l'acide escuIiUnniquc ne peut diffu- 
ser que très difficilement. Quand la coupe a pris une teinte verte, 
on la plonge dans une solution de potasse après un rapide lavage. 

(^ttfl réaction de l'acide esculitannique est assez difficile à effec- 
tuer et demande surtout beaucoup de temps et d'attention, aussi 
est-il bon de ne l'employer que comme moyen de contrôle, et de 
se servir pour cette localisation des réactifs ordinaires des tanins, 
tels que : 

; Tungstate de soude 10 

1' Réactif de Bra:^mer. ] Acétate de soude 20 

1 Eau 100 

i Oxyde de zinc 40 
Eau 5ocm* 
Acide acétique 65 cm' 

"^ I Dissoudre à chaud, et ajouter : 

t Ammoniaque 100 cm' 

\ Eau dislillée, q. s. pour .... Soocm* 
3* Bichromate de potasse. Solution aqueuse à 5 p. 100. 
4* Acétate d'uraoe. Solution aqueuse saturée. 
5* Molybdate d'ammoniaque. Solution aqueuse A 30 p. 100. 
6' Arséniate de soude. Solution aqueuse k 10 p. 100. 
7* Perchlorure de fer en solution concenfi'ée ou diluée. 



dbyGOOgIC 



— 71 - 

B° RéacUl de Gautier. Solution aqueuse d'acélate de cuivre a 
9* Cyanure de potassium. Solution faite extern pora né m en t. 

io° Eau de baryte. 

1 1* Bau de chaux. 



Avant d'employer chacun de ces réactifs à la recherche de l'acide 
esculiUnnique, il était iadispensable de savoir s'ils n'avaieut aucune 
action sur l'esculine. Les mélanges de ces réactifs avec le glucoside 
conservés pendant deux ans dans des petites ampoules n'ont pas 
varié. Comme l'indique le tableau ci-dessous, seul le perchlorure 
défera donné une légère coloration verdStre ; aussi ne l'avons- 
nous employé <|ue très rarement. 



RÉACTIF 


ACTION SUR l'esculine 


Actlo» suh l'aCidé 

■SGVLItANNIOUR 




Rien. 

Pas de pWcîpilé, 8ug- 
m«nt«Uon de la fluo- 
rescence. 

Pas Aê t.ré<!ipll*. 
Pas de prieipité, wlo- 
ralion rose Ir&s fu- 
gace. 

Pas de précipité. 
Coloration verdftll-e. 

id. 
Pas de précipité, aug- 

id. 
id. 


Précipilé verdâlre ai 
bout de peu de temps 

Précipilé brun marron. 
Précipité noirâtre. 
Prtcipité mariyih. 

Précipité rouge ocreui. 

Précipilé jaunâtre. 

Précipité noir verdâtre. 

Précipité rosé. 

Précipité noirâtre, 

Précipilé rosé. 

Précipité hOirâlré. 


a Réiictirde Bnemer 

S ttéactif de Carpene .... 
i Biehi^itidte de itotainp. 


6 Moiybddte d'fttnmonln^ 


7 tcrcblorure d4 fer . , • . , 

8 Arséaiatede soude 

9 HéacUrde Gautier. 

lo Cyanure de potassium. 
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Méthodes d« looaUaatioR. 



Deux méthodes peuvent élre employées pour la localisation de 
l'acide esculitanoique : 

1* Plonger les coupes dans les réactifs pendant un temps variable, 
parfois environ une heure ; 

2' Immerger les parties de la plante que l'on veut étudier dans 
le réactif, qui, en pénétrant par osmose dans les tissus, y produit 
directement la précipitation dans les cellules. 

Les deux méthodes ont chacune leurs avantages e( leurs incon- 
vénients ; nous allons les examiner en détail. 

1* Méthode par osmose. — Pour ces différents essais, nous 
nous sommes adressé à de jeunes plantes provenant soit des ger- 
minations, soit de jeunes pousses développées à l'obscurité. Les 
échantillons de 3 à 5 millimètres de diamètre et de 5 centimètres de 
longueur furent plongés dans les réactifs et les coupes faites dans 
la région moyenne de l'échantillon à des intervalles de temps 
variables de 4< i6> i8> 4o, 64 heures et même quatre mois. Les 
résultats ainsi obtenus sont exposés dans le tableau ci-dessous : 

(Après 4 b- — Localisation commence à se 
faire, quelques cellules 
prennent une teinte jau- 
nâtre. 
— loh.— Localisationrran<:hementap- 
rrecipiit; f^raiiuieux que parente. 

peut facilement ■ — 28 h, — Localisation intense, com- 
examiner après 28 heu- plèle. 

8 de contact. — 40 h. — — — 

- 64 h. - - - 

- 1 mois. — Localisation encore nette, 
mais les tissus sont allé- 
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Après 4t)- 


— LoCHlisation bien accusée 
coloration jaune et jaune 
orange de toutes les cel- 
lules. 


Molybdate 


- 16 h. 


— Localisalion très nette. 




- 28 h. 


_ _ 


Coloration jaune et jaune 


- 40 h. 


— — 


orange. 


- 64 h. 


— — 


ExrtUenI réactif. 


— i mois. 


— La localisation est encore 



nette, mais les tissus sont 
fortement altérés, et il est 
assez difUcile de faire et 
d'examiner la préparation. 



Gyannre 
de potassium. 

Précipité granuleux. 



28 h. 
40 II. 



- Commencement de localisa - 

- La localisation commence à 

s'accuser. 

- Localisation bien délimitée. 

- Localisation terminée, très 

nelte. 

- Le tissu commence à devenir 

flasque. 

- Localisation existe toujours, 

mais les tissus sont telle- 
ment allérés qu'on ne 
peut plus examiner l'é- 
chantillon. 





Après 4 h. 


— Localisation à peine com- 
mencée. 




- 16 h. 


— Localisation bien accusée. 




— 28 h. 


— Localisation très nette. 




- 40 h. 


— Localisation complète et in- 


BéaotU de Bnemer. 


tense, 
— Localisation complète et in- 


Précipité granuleux. 


— 64 h. 


Bon riaHif. 




tense. 




— i mois. 


— Très belles localisations sur 
lesquelles on peut encore 
étudier l'aspect du préci- 
pité. 
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Après 4 h. 


— Localisation bien délimitée 




- ifih. 


presque terminée. 
- Localisation très nette. 


BéaotU de CarpvM. 

Préiïipité gfanulf'Ulf. 
Boa réatlif. 


— a8h. 

- ho h 
~ 61 h. 


- L(! tissu est presque détniil. 
et il est impossible d'y 
praliquor (les coupés. 




Après 4 II. 
- i6h. 


- Localisation bien délimitée. 




- i8h. 


— Localisation intense et com- 


Eau de bwyte 

Précipité grariuleiiv. 


- 64 h. 


plète. 




— 1 mois. 


— Localisation existe encore. 



mais les tissus sont forte- 
ment altérés. 



/ Après 4 b. — Commencemenl de localisa- 



Eau de obanx. 

Précipité granuleux. 
Râactlf médioore dnna i 
ce CM et très lent ft 
Agir. 



Pérchlomre de fer. 

Précipité verdfitre ilahs 
la cellule. 



4o h. 
6{ b. 



tion. 

- La localisation s'accuse très 

bien. 

- Localisalion complète. 



- La localisation existe tou- 
jours, mais les tissus sont 
altérés. 

Concentra. — Au bout de 4 beures, toutes 
les cellules sont colorées en noir verdfl- 
tre, la localisalion est terminée. Au bout 
de 4 mois, le tissu est détruit. 

Dilué. — Pénétre très difflcilemenl dans 
l'écbanlillon. Cette réaction est celle qui 
permet le mieux de s'flsfeUrer que l'os- 
mose ne se fait pas par la surface épi- 
dermique. La précipitation commence 
par les deux extrémités; l'écbantillon 
reste pendant très longtemps intact en 
son milieu. et il faut plusieurs jours pour 
que la réaction soit complète dans un 
échantillon de & centimètres de longueur. 
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Acétate d'Urane. 

Précipité granuleux. 
Trit mauvais réactif. 



^B 4 h. <- pBHdelocBliealion.BQufdQns 
quelques rares cellules 
épidermiques. 

i6 h. — Pasdeloc&lisation.saurdans 
quelques rares cellules 
épidermiques. 

â8 h. — Localisation k peine com- 
mencée. 

40 h. - 

64 b. — Localisation très mauvaise. 

I mois. — Localisation. Ce réactif n'est 

pas h recommander dans 



I Après 4 h- — l'os de localisation . 

— 16 h. — Commencement de localisa- 

tion. 

— 2S h. — Localisation bien accusée, 

non encore termint'e. 

— 40 h. — Localisation complète et très 

nette. 

— 64 h. — — — 

— I mois. — Bonne localisation. 

I Après ib. — La localisation commencée! 
s'accuse bien. 
16 h. — Localisation très nette et 

complète. 

28 h. — - - 

40 h. — — - 

64 h. - — ~ 

' 1 mois. — Très bonne localisation. 



De ces réactioDs on doit conclure que pour étudier la localisa- 
lion de l'acide escuiftannique par osmose, il faut avoir recours aus 
réactifs suivants : bichromate de potasse, réactif de Gautier, mo- 
lybdate d'ammoniaque, arséniate de soude, et réactif de Brtemer. 
Les trois premiers réactifs seront employés lorsque nous nous trou- 
verons en présence d'un grand nombre d'échantillons à traiter à la 
fois; au contraire, si nous voulons étudier l'aspect du précipité 
dans la cellule même, le réactif de Brsemer et l'araéniate de soude 
sont préférables ; toutefois, ces deux derniers sont très longs k 
agir. 



RéaotU de Gautier. 

Précipité granuleux. 
ExcelUnl réactif. 



BtobTomate de 
potasse. 

Précipité granuleux. 
RxeetUnt réactif. 
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2° Méthode par contact direct des oonpes avec le 
réactif. — Ell«^ consiste à plonger les coupes dans les réactifs 
indiqués. 

Le tableau suivant résume les résultats obtenus : 



Arséniata de sonde. 



' Après 

- 2 

' — 3o m, 
/ Après 1 m. 



BéaotU de Brœtner. 

Bon réaetif. 



Holjrbdate d RDmi 
nlaque. 

Exeellent réai-lif. 



Cyaaore 
de potassium. 



RéactU de Carpene. 

Tris bon réactif. 



Eau de barjrte. 

Bon riaclif. 



— Rien. 

— La localisation est à peine 

commencée. 

— Localisation complète. 

— La localisation est à peine 

commencée. 

— La localisation commence â 

s'accuser. 

— La localisation n'est pas 

encore complète. 

— Très bonne localisation. 

— La localisation s'accuse. 

— Localisation complète. 

— Localisation complète et 

très intense. 



- Pas de localisation. 

- La localisation est ô peine 

commencée. 

- Mauvaise localisation. 

- Commencement de locali- 

sation. 
' Précipité grenu dans les cel- 
lules. La localisation est 
nettement accusée. 

- Localisation complète. 

— très nette. 

- La localisation est com- 

mencée. 

- Localisation bien accusée 

maispasencore complète. 

- Très nette. 
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Eau de chaux. 

Bon réactif. 



Perohlomre d« 1er. 



Sulfate de 1er. 



— 77 - 

/ Après 1 m. — Conimeiiceinenl de locali' 
i sation. 

1 — 5 m. — La localisation continue el 
j se délimile très bien. 

f — 2o m. — Localisation complète. 
l — 3o m. — LocalisalioD très nette. 

IConcantré. — Localisation immédiate- Les 
cellules sont brusquement attaquées et il 
n'y a pas de diffusion. 
Dilué. — Après ■ m. — La localisation est 
. commencée. 

1 Après 5 m. — La localisation est 

I complète. 

Aprt> ,0 n.. - 
\ Apn>s 3o m. — — 

l Après 1 m. — Commencement de colora- 
tion. 
5 ID. — Coloration verte de toute la 
coupe , sans localisation 
bien nette. 



Acétate d'urane. 

Tris bon réactif par celle 
méthode. 



Béaotil de Gautier. 



Bichromate de 



1 m. — La localisation est à peine 

commencée. 
5 m.-- Localisation bien délimitée, 
ao m. — La localisation est très 

nette et complète. 
3o m. — Très belle localisation. 



/ Après i h. 
1 — 5 m. 



r 



La localisation est com- 
mencée. 
Localisation bien accusée 
presque terminée. 
20 m. — Localisation très bonne. 
3om. — — 

1 m. — La tocalisalion est com- 
mencée. 
5 m. — La localisation est presque 

complète. 
2o m. — Très bonne localisation. 
3om. — — 
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Il «El néceasairs ds ne pas faire de. coup«s trop miaccK, m de 
lomber dan» l'excès conlraire. Il faut un juste milieu que U |»«U<iue 
se charge de faire connaître rapidoment. Pour cette méthode, nous 
reconimandODs les r^clife à basçs alcalines dans l'ordre suivant : 
Molybdqte d'aigmoniaque, arséniale de soude et réactif de Brsemer, 
ou parmi les autres sels le bichromate de pota»se, l'acétate d'urane, 
le réactif de Gautier, le perchlorure de fer concentré. 

Il est assez curieux de voir que l'acétate d'urane, qui donnait de 
mauvais résultat^ dans la méthode précédente, est dans ce cas un 
excellent réactif. Cela provient probablement de la difficulté des 
échanges osmo tiques. 

Le perchlorure de fer concentré esl aussi d'un emploi commode ; 
avec lui les cellules renfermant le tanin sont brusquement attaquées 
et il n'y a pas à craindre la diffusion comme avec le sulfate ferreux 
et même avei: le perchlorure de fer dilué. 

Chacune des méthodes décrites ci-dessus présente des avantages 
et des inconvéqiei)tâ. La méthode par contact direct permet de 
suivre simultanément la localisation de l'acide esculitannique et 
de l'esculine, puisqu'il est facile de prélever alternativement des 
coupes qui seront soumises à la réaction de Sonnenschein ou aux 
réactifs du tanin, mais elle a le grand défaut de ne pouvoir hxer 
toutes les cellules renfermant l'acide esculitannique et en parti- 
culier les celluks épidermiques, dont le contenu disparaît quand 
le rasoir entame le tissu. La méthode par osmose supprime ce 
dernier inconvénient et permet d'obtenir des coupes beaucoup 
plus fines. Si elle est longue, ce défaut devient presque un avan- 
tage lorsque l'aboadance de matériaux ne permet pas d'entreprendre 
beaucoup de localisations à la fois. Ce n'est qu'en combinant les 
deux méthodes qu'on arrive à s'en servir le plus avantageusement 
possible. 



Bipurtltloi^ dH MMitt. — 8«b iwppovts «veo l'escullDa. 



Les conditions de la localisation du tanin étatit ainsi bien étabhes, 
quelle est la répartition de l'acide esculitannique ? 
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On eel de suite frappé par la ffrande coocordance que préssnte la 
localisatjop du tanin et de l'esculine. 

C'est aipsi qu'op le rencontre dans tous les parenchymes et par- 
ticulièrement en abondance dans l'épiderme, l'endoderme et la zone 
périphérique médullaire. La même remarque s'applique aux diffé- 
rents organes, partout les réactions du tanin nous donnent une la- 
calîsation identique à celle de l'esculine. 

Dans les cotylédons qui sont privés d'esculine, il n'y a pas de 
tanin. Pendant la germination, dès qu'apparaît l'esculine on. peut 
mettre aussitôt en évidence la présence de l'acide esculilan- 
nique. 

If 'apparition de l'esculine et du tanin eat simultanée dans le vé- 
gétal. 

L'expérience suivante prouva que l'esculine et le tanin sont ren- 
fermés dans les mêmes cellules. Pour cela des eoupps sont abanUon- 
nées dans le molybdate d'amqiostaque pendant une à trois minutes 
et on prélève une d'entre çlles que l'on eitamine pour suivre 1« pro- 
grès de la réaction cbiinique ; Iqr^ue la IscBlje^tion paï«tt avpir 
une netteté suffisante, on passe rapidement tes OQUpeq 6 l'^au ?t 
on les lrait« par la réaction de Sonqonsçheia' Toutes le^ Q^Uuleit à 
acide esculiUnniquei qui étaient jaunes sous l'action du molybdate, 
prennent une coloration rouge caractéristique de l'eseuline. 

On peut même réaliser l'expérience d'ijoa façon ^|ue CQUvain- 
cante encore. Il sufQt de prendre une coupe asspz large, de la 
traiter par le molybdate d'ammoniaque pendant une A dsu^f mi- 
nutes ; puis de l'enlever à l'aide d'une pjnçe ^ne, et d'en plonger 
la moitié d'abord dan« l'acide azotique, puis d^n^ l'ammopiaque. 
On lave et on monte la préparation tiussit^t. Xa moiUé ds Ift VQtipe 
sera colorée en rouge, l'autre en jaune, et k la limita de séparation 
on pourra voir des cellules de tfinte intermédiaire. 

On peut également refaire ces expériences en employimt le réactif 
de Braemer, l'arséniate de soude, le réaotif de Gautier ou mtPUX 
encore l'ean de chaux et l'eau de baryte, mais il faut Utis^r l<*9 
coupes dans ces réactifs un temps variable avec chacun d'euï; 
temps que l'expérience seule peut déterminer. 

Sous quelle forme l'esculine et l'acide esctUiUnniqua existent-ils 
dans la plante ? On ne peut guère émettre que trois hypçttbèses 
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plausibles : i" l'acide esculitannique el IVsculinesont libres ; a" ces 
deux corps sont totalement combinés ; 3" l'acide esculilannique et 
l'esculine sont en partie combinés el en partie libres ou en voie de 
combinaison. 



Déterminsition de la form» Boaa l«qu«lle l'eBculina «t l'acid* 
asonlltaimlque existent dans la plant*. 

A notre avis l'acide esculilannique existe dans la plante sous 
forme de combinaison avec l'esculine (esculitannate d'esculine), el 
te principe tannoïde qui existe dans la cellule végétale n'es) pas 
l'acide esculitannique pur, mais bien un composé complexe dans 
lequel entre la molécule d'esculine. Sous des influences particu- 
lières, ébullition avec l'eau, action des alcalis, il se dédouble en 
donnant de l'esculine et de l'acide esculitannique. 

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons encore eu recours 6 la 
méthode microchimique. 

On sait que l'esculine est peu soluble dans l'eau et insoluble dans 
l'alcool absolu. Par conséqueni, des coupes plongées pendant 
quelque temps dans l'eau ou l'alcool absolu ne devraient fournir que 
la réaction de l'esculine. 

En réalité, i! n'en est rien car, après un séjourde deux à trois mi- 
nutes dans l'eau ou l'alcool, les coupes soumises au réactif du tanin 
et de l'esculine ne donnent plus de réaction. 

Sï donc l'esculine a pu être enlevée par les dissolvants dans 
lesquels elle est insoluble in vilro, c'est qu'elle y existe sous une 
forme autre que celle d'esculine pure. En réalité, ces expériences 
basées sur la solubilité n'ont qu'une valeur bien relative, car l'on 
sait combien la présence d'un corps étranfîer peut influencer la so- 
lubilité de certaines substances. Il est possible que l'eau et l'alcool 
absolu, dans lesquels l'esculine est insoluble, en dissolvent au con- 
traire de grandes quantités lorsque celle-ci est simplement en pré- 
sence d'un corps étranger. Hemarquons d'ailleurs qu'on explique 
déjà ces solubilités modifiées par la formation de combinaisons peu 
stables. 
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Seules les expériences chimiques peuvent permellre de résoudre 
ce problème. 

D'après ce que l'on vient d'indiquer, un traitement à l'alcool 
absolu permettra de dissoudre le contenu des cellules se colorant 
par la réaction de Sonnenschein . Si ce produit est un mélange 
d'esculine et d'acide csculitannique, l'acétate de cuivre provoquera 
la précipitation du tanin et laissera le glucoside intact. Au contraire, 
les deux corps sont-ils combinés, le sel de cuivre précipitera ce 
« tanin complexe » et il sera impossible de retrouver de l'esculine 
dans le filtratum. 

On décortique des branches de marronniers de grosseur variant 
entre i et 2 centimètres d'épaisseur et les écorces sont aussitôt 
plongées dans l'alcool à c^" bouillant. Puis par cinq séries de diges- 
tion au bain-marie dans l'alcool à 96°, on dissout les principes qui 
se trouvent dans ces écorces. A la cinquième digestion la solution 
alcoolique est encore un peu jaunâtre et donne une faible coloration 
verte par le percblorurc de fer. Les écorces ainsi traitées soumises 
à l'action du réactif de Sonnenschein ou des réactifs du tanin ne don- 
nent plus de précipités ou de colorations bien intenses, l^s sub- 
stances donnant les réactions de l'acide esculitannique et de l'es- 
culine sont donc en solution dans l'alcool. 

La solution alcoolique est évaporée à siccité au bain-marie dans 
le vide au moyen d'un appareil spécial (i), de telle façon que la tem- 
pérature ne dépasse pas 45 ô 5o*- H reste dans le bain-marie un 
produit grumeleux, verdfltre, devenant sec et cassant par refroi- 
dissement. Cet extrait est repris par l'alcool absolu, la solution 
obtenue est noir verdâtre, et il reste un résidu blanc rosé que l'on 
sépare par filtration à la trompe. 

La solution alcoolique est alors placée dans le vide sulfurique et 
évaporée à sec. Le produit qui se trouve adhérent au récipient est 
broyé dans un mortier avec de l'éther absolu qui dissout )a chloro- 
phylle. Après trois ou quatre lavages à l'éther il reste un produit 
bien blanc que l'on jette sur un Tiltre et l'on continue les lavages à 



(1) Cet appareil a été obligeamment mis h notre dispoeiUon, dans le labo- 
ratoiri; de M. le proreaeeur BounguELOT, à qui nous sommen heureux 
d'adresser ici nos piu8 sincèree remerciements. 
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l'élber absolu. 11 est indispensable, pour oblenir un produit bien 
blanc et pulvérulent, de ne traiter le produit brut que lorsque toute 
l'eau est bien évaporée, et de n'employer que de l'éther absolu. La 
moindre trace d'eau rend la masse bygroscopique et s'agglomérant 
avec la plus grande facilité. 

Avec cette substance, noua avons fait les deux expériences sui- 
vantes : 

A. — 3 grammes de ce produilsont mis en solution dans iSo centi- 
mètres cubes d'alcool absolu. On ajoute une solulion d'acélale de 
cuivre dans l'atcool absolu jusqu'à cessation de précipité. La préci- 
pitation complète est longue à obtenir. Après Gltration la solution 
reste claire et ne précipite plus par addition d'acétate de cuivre. 
L'excès du sel de cuivre est précipité par l'hydrogène sulfuré, on 
fdlre et le dépôt est lavé k l'alcool bouillant de façon à entraîner les 
traces d'escultne qui auraient pu rester sur le filtre, 

La liqueur alcoolique filtrée possède une couleur jaunfltre, elle est 
évaporée à siccité dans le vide suKurique. 11 reste dans le vase un 
L-ndroil granuleux dans lequel le microscope ne décèle pas de cris- 
taux. Cet extrait est redissous dans l'alcool à 96", la solution est fil- 
trée et additionnée d'une petite quantité d'étber de pétrole, il se 
précipite un produit brunâtre que l'on sépare par filtration ; une 
nouvelle addition d'éther de pétrole au liquide donne un précipité 
blanchâtre d'esculine pesant quelques centigrammes seulement. 

B. — 3 grammes du produit sont mis en solution dans 25o à 
35o centimètres cubes d'eau distillée, et la solution est portée à 
t'ébullition, à deux reprises différentes, pendant une demi-heure 
chaque fois. On ajoute une solution aqueuse d'acétate de cuivre 
jusqu'à cessation de précipité. Le produit est filtré bouillant et le 
dépôt lavé à l'eau bouillante, à cause de la faible solubilité de 
l'esculine dans l'eau. 

La solulion est alors traitée par Ihydrogèue sulfuré et filtrée à 
chaud. Le filtrat est jaune verdâtre^très fluorescent; il est mis à éva- 
porer au 1/3 au bain-marie, puis finalement dans le vide sulfurique. 
Au bout de quatre à cinq jours, sur le:* parois du vase sedéposent des 
masses blanc grisâtre et le dépôt augmente peu à peu. On obtient 
de celte façon environ 3o centigrammes de produit bien cristallisé 
fondant à 150-153°. La solution mère est remise à évaporer : il se 
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fait une nouvelle cristallisation, que l'on sépare à nouveau ; une 
troisième séparation après évapuralion nous donne encore une 
petite quantité <le cristaux. Le reste de la solution, de poids très 
faible, gommeux et încristallisable, fut jeté. 

Nous avons obtenu ogr, 60 de produit cristallisé. Pour le puri- 
fier on le dissout dans l'alcool à 96°, et on ajoute de l'éther de pé- 
trole. Il se précipite quelques flocons de résine noirâtre, que l'on 
sépare par fîltratioil. 

La solution filtrée est additionnée d'un grand excès d'éther de 
pétrole et abandonnée vingt-quatre heures. On recueille ainsi par 
fillration environ o gr. 5o d'esculîne pore cristallisée. 

Pour conclure : dans l'expérience A, dans laquelle l'eau et la cha- 
leur n'ont joué aucun rôle, il rie se sépare que très peu d'esculine, 
contrairement à ce que l'on obtient dans l'expérience B. 

En A le réactif de Gautier, en précipitant le tanin, a ausdi amené 
la précipitation de l'esculine. Comme cette dernière n'est pas préci- 
pitée in vUro par l'acétate de cuivre, il esl naturel d'admettre que 
l'esculine et le tanin se trouvent combinés. 

Dans l'expérience 6 l'eau à l'ébullition a dédoublé en partie ou 
en totalité le principe tannoïde complexe ; le réactif de Gautier a 
précipité le tanin et laissé intacte l'esculine, que nous retrouvons 
par la suite. 

L'esculine semble donc bien exister dans la plante en combinaison 
avec le tanin (esculilannate d'esculine). 
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CHAPITRE V 



LOCALISATIOR DE LESCULIIIE DANS LE PAVIA RUBM 



Le Pavia rubra Hcench. apparteDaot à un genre très voisin de 
VJEêculua, il était intéressant de rechercher par voie microchi- 
mique la présence de l'esculine dans celte plante. Nous résumerons 
brièvement les résultats obtenus par l'étude de la lige et de la feuille. 

Tige. — La structure ressemble beaucoup à celle de l'JEêculus : 
on y trouve un épiderme à cuticule assez développée, 3 ou 4 os- 
sises de cellules coUencbymateuses, un parenchyme cortical assez 
réduit et un anneau de fibres péricycliques. Le bois est très vascu- 
laireet la moelle très développée. 

L'esculine se localise dans tépiderme et dans presque toutes les 
cellules de Casslse collenchymateuse' saua-jacenle. Les deux pre- 
mières assises de collenchyme renferment un pigment donnant à la 
tige et aux pétilles leur coloration rouge, qui devient bleu ver- 
dAtre sous l'action de l'ammoniaque, de sorte que la réaction est 
peu précise en cet endroil. Les assises de coHenchyme plus pro- 
fondes sont moins riches en esculine que les deux premières. L'es- 
culine se rencontre, en outre, principalement dans Vendoderme, la 
périphérie de la moelle et, en petite quantité, dans les paren- 
chymes. 

Feuilles. — La structure de la feuille est en tous points sem- 
blable à celle de la feuille d'JEsculus. Mésophylle bifacial, nervure 
médiane biconvexe, faisceau libéro-ligneux offrant la même dispo- 
sition que dans la feuille du Marronnier d'Inde. La seule dilTérence 
consiste dans la présence chez le Pavia de poils unicellulaires assez 
nombreux à la face inférieure. 

La répartition du glucoside dans la nervure médiane se fait 
comme précédemment : Cépiderme, tes collenchymes sous-épider- 
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miques, Ctndoderme el la périphérie de la moelle sont riches en 
principes actifs ; les parenchymes au contraire en renferment très 
peu. 

Dans le mésophylle la localisation se fait surtout dana les épi- 
dermes, avec une réaction plat intense dans l'épiderme supérieur. . 
On en rencontre aussi dans le parenchyme pallis&adique et assez 
rarement dans le parenchyme lacuneux. 

La proportion d'esculine contenue dans le Pavia doit fitre moins 
forte que celle qui existe dans rj^scu/us, si l'on en juge parla quan- 
tité de cellules qui donnent la réaction. 
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TROISIÈME PARTIE 

RECHERCHES 
CONCERNANT D'AUTRES OLUCOSIDES 

CHAPITRE PREMIER 
FUSTIHE. - SA LOCALISATIOII 



La fusliue esl un glucoside que l'on rencontre dans le flhus CoU- 
nus L. ou bois de Fustet. D'après Schmidl (i), elle s'y trouverait 
combinée à an tanin spécial. 

C'est un corps cristallisant en longues aiguilles blanches, fusible, 
vers 2i8°-2i9°, facilement soluble dans l'eau bouillante, l'alcool et 
les alcalis dilués, peu solubledans l'élher. 

Elle précipite par l'acétate de plomb !e chlorure d'élain. et ces 
précipités sont solublesdans l'acide acétique. 

Par hydrolyse avec un acide dilué, la fusline se dédouble en 
rhamnoseet fisétJne. 

C«H"0'* + 4 H'O = a C"H"0» + C«H"0« 

La (isétine cristallise en aiguilles jaune citron ; elle est presque 
insoluble dans l'eau froide, plus sotuble dans l'eau chaude, soluble 
dans l'alcool, l'acétone, l'éther acétique ; elle esl peu soluble dans 
réther,Ia benzine et le chloroforme. L'acide azotique fumant oxyde 
ce composé, en donnant de l'acide picrique et de l'acide oxa- 
lique. 

(i| ScHHiDT, Btr. d. d. chem. Getscll.. i8S6. p. 17. 
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Paroxydalion lente à l'air en solution alcaline, il se forme de 
l'acide prolocaléchique et de la résorcine. 
La fisétine réduit la liqueur de Fehling. Sa formule est la sui- 



mie: 



o«-<^'«'Cco-(^ 



-C'H^COH)' 
-OH 



ce qui en (ait un dérivé de l'isocoumarine. 

Réactifs nUcrochlmlques de la fUstine. — La Tusline est 
un glucoside que l'on ne peut pas se procurer facilement et qui, 
d'ailleurs, a été peu étudié ; nous ne connaissons aucune réaction 
caractéristique de ce produit, mais, comme c'est un dérivé de la 
coumarine, on a essayé la réaction de Sonnenschein. 

La fustine traitée par l'acide azotique et l'ammoniaque donne une 
coloration rouge, 

Cett« réaction est susceptible d'application microchimique ; car 
les coupes traitées par la réactif de Sonnenschein pendant trois ou 
quatre secondes, et plongées ensuite dans l'ammoniaque pour être 
montées toutaussitdt, donnent une très belle localisation de couleur 
rouge faible (voir PI. XII). 

Localisation du tanin dans le Rbus Cotinus. — La 
localisation du tanin a été faite par la méthode habituelle ; en voici 
brièvement exposés les résultats : 



Bichromate de potasse . 
Acétate d'urane. . . . 
Réactif de Gautier. . . 
Molybdate d'ammo- 

itiaquê 

Perchlorure de fer dilui^. 



Réactif de Carpene 
— de Brœmer 



Arséniate de soude 



I m. — La localisation est commencée 
5 m. — La localisation est très apparente. 
iS m. — La localisation est terminée. 

1 m. — Très bonne localisation. 
24 h. - . - 

Avec le percttlorure de fer concentré la lo- 
calisation est instantanée et elle est des 
plus caractéristiques. 
I m. — Localisation à peine commencée. 
5 m. — Commencement de localisation 

débutant par la moelle. 
i5 m. — Localisation très apparente, non 
complète. 
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Eau de chaux . . . . / i h. — LocalJBatiou terminée. Résultats 

) excellents. 

Eau de baryte . . . . ^ a4 h- — Localisation terminée. Résultats 

' excellents. 



Le cyanure de potassium est un très mauvais réactif dans ce. cas 
el il faut en rejeter l'emploi. 

En résumé, avec la première série de réactifs à bases alcalines, 
cinq minutes suflisent pour amener la précipitation, cl il faut 
environ quinze minutes pour qu'elle atteigne toute son intensité. 
Avec la seconde série, il faut un temps plus long pour obtenir une 
bonne localisation. 

Pour les méthodes par osmose, lés meilleurs réactifs k em- 
ployer seront : le bichromate de potasse, le réactif de Gautier et le 
molybda le d'ammoniaque. C'est ce que nous avons déjà constaté 
pour le marronnier. 

Feuille. — La nervure médiane est biconvexe, avec proémi- 
nence plus accentuée à la face inférieure. Les cellules épider- 
miques ont leurs parois ondulées, particulièrement celles de la face 
inférieure dont la cuticule est mince. Le coUenchyme est très dé- 
veloppé au-dessous des épidermes neuraux. Le système libéro- 
li^neux présente l'aspect d'un U qui serait recouvert à sa partie 
supérieure d'une lame libero-ligneuse légèrement convexe. Le (issu 
criblé renferme des canaux sécréteurs très développés, protégés par 
des amas discontinus de fibres péricyctiques. 

Le mésophylle possède la structure bifacialeavecun parenchyme 
palissadique à une rangée de cellules. Les faisceaux des nervures 
secondaires qui parcourent le parenchyme lacuneux sont très ré> 
duits et reliés aux deux épidermes par des cellules parenchyma- 
leuses, qui, à la partie supérieure, remplacent le parenchyme palis- 
sadique. 

De même que pour le Marronnier, les cellules se colorant en 
rouge par la réaction de Sonnenschein donnent également la 
réaction des composés tanniques. 

Il y a donc aussi une relation étroite entre ces deux corps, fus- 
Une et tanin. 

La répartition du composé tannolde complexe est la suivante : 
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DaDs le limbe, Cépiderme supérieur donne une réaclion beaucoup 
plus intense que l'épiderme inférieur. Le parenchyme palissadique, 
l'eRdodermc des faisceaux, quelques rares cellules du mésophylle, 
sont les lieux d'éleclion préférés de ce tanin. 

Dans la nervure médiane le tanin est en petite quantité dans tous 
les parenchymes mais particulièrement dans les épidémies, l'endo-. 
derme et les cellules péridesmiques avoisinanl le bois. 

Contrairement ii ce que l'on aurait pu supposer, il n'y a pas de 
tanin dans les cellules de bordure des canaux sécréteurs ; on ne 
trouve de cellules tannifères, et en petit nombre; que dans les troi- 
sième el quatrième assises (îig. 7 et PI. XII). 

Tlg^e et écorce. — La tige jeune présente la structure sui- 
vante : Les cellules èpidermiques ont une cuticule peu épaisse et 
sont dépourvues de poils. L'assise subero-phellodermique prend 
naissance dans l'assise sous-jacenle, le pbelloderme est encore peu 
développé- On ne rencontre pas de cristaux d'oxalato de chaux dans 
le parenchyme cortical, l'endoderme est assez difTérencié, et le 
liber est remarquable par les volumineux canaux sécréteurs qu'il 
renferme ; il est protégé par des amas de fibres péricycliques, 
situées principalement au-dessus des canaux et formant un anneau 
discontinu. Le bois est constitué par de nombreuses fibres et 
quelques gros vaisseaux. La moelle, très développée, est formée de 
cellules polygonales très irrégulières. Le liber et le bois sont sil- 
lonnés par des rayons médullaires à 1-2 rangées de cellules. 

Dans une tige âgée, le liège et le phelloderme sont beaucoup 
plus développés. Une nouvelle série de canaux sécréteurs apparatt 
dans le liber secondaire au voisinage du cambium. 

Le composé tannique est comme toujours absent dans le liège ; il 
se répartit surtout dans les premières assises du phelloderme, dans 
l'endoderme, les rayons médullaires et aussi le parenchyme libérien. 
Dans la moelle on distingue de nombreuses cellules, plus petites 
que les cellules du parenchyme environnant et, par suite, res- 
semblant aux cellules à tanin des Rosacées. En coupe longitu- 
dinale ces cellules sont superposées les unes au-dessus des autres 
formant une file assez longue d'éléments tannifères. Au pourtour 
des faisceaux, il existe une ligne continue de cellules qui don- 
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nenl la réaction ei séparent, pour ainsi dire, ta moelle des faisceaux 
ligneux. 

La fuatine existe dans ta plante à Vélnt de comfiinaison avec un 
tanin spécial. 

Ce composé se rencontre principalement dans l'épiderme, l'endo- 
derme et la périphérie de la moelle, el en petite quantité dans les 
parenchymes. Les cellules sécrétrices voisines de la cavité des 
canaux sécréteurs ne renferment pas oe composé taonique. 

Nos résultai» viennent donc confirmer l'opinion émise précédem- 
ment par ScHMmT. 



I.ocalUalion de la TusUne dans la feuilln 
de RhiM Cotinat L. 



L 



,Google 



CHAPITRE 11 
FRAXIHE. — SA LOCALISATIOII 



La fraxine esl un glucoside non azoté que l'on retire de l'écorce 
du Praxinus excelslor L. et d'autres Frdxinus. On la rencootrerail 
CD petite quantité dans l'écorce de YJEsculus Hippocaslanam L. et 
du Pavia rubra Mcench. Sa formule est ; 

C"H'S0", 

C'est une poudre incolore ou légèreinpnl colorée en jaune, cristal- 
lisant, hydratée et sous forme d'aiguilles. Elle est peu soluble dans 
l'eao et l'alcool froid, mais beaucoup plus soluble k chaud. 

Les solutions alcooliques ou aqueuses présentent une fluores- 
cence bleue très pâle, que les alcalis augmentent et que les acides 
font disparaître; le charbon animal enlève In fraxine â ses solu- 
tions. 

Elle fond vers 3oo° ; »I l'on élève brusquement la température, 
elle fond en se détruisant, mais il se sublime une petite quantité 
d'un produit cristallisé, dont la solution aqueuse possède une fluo- 
rescence bleue et prend une teinte jaune par addition d'ammo- 
niaque. 

Les réactions particulières de la fraxine sont les suivantes : 

1* En présence d'un alcali la fraxine donne une coloration jaune 
soufre ; 

2" L'acétate de plomb ammoniacal y produit un précipité jau- 
nâtre; 

3* Le sesquicblorure de fer colore en vert la solution aqueuse de 
fraxine et y fait naître peu à peu un précipité jaunAtre. 

Par ébulliiion avec les acides, la fraxine se dédouble «n glucose 
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et en un corps oristâtlisé que Salm-Horstmann a appelé fraxélioe. 
D'après RocHELBneB, rejetant l'ancienne formule de la fraxîne 
C"H"0", 
le dédoublement s'opère de la façon suivante : 

C'«H'»0'*+H*0=C«H'»0"+C'»HSO». 
La fraxétine, produit de d^doublemenl de la fraxine, est un corps 
cristallisé peu sotuble dans l'eau, un peu plus soluble dans l'alcool, 
soluble dans l'éther et l'acide chlorhydrique. Sa composition est 
actuellement bien connue par les travaux de Kcermer et Biginelli; 
elle se rapproche beaucoup de la daphoétine et de l'esculine, dont 
elle ne dilTérerail que par un groupe métboxyle. Sa consUtulion 
serait alors représentée par la formule suivante : 
^CH=rCH 
■^O - CO 
C'H-OCH' 
-^ OH 
--OH 
la position respective des oxhydriles restant indéterminée. 

Réactifs mlorootalmiques. — Nous avons essayé les réac- 
tions que donne la fraxine ; elles sont peu nombreuses et peu nuscep- 
tibles d'application aux recherches microcbimiques. Citons cepen- 
dant quelques-unes d'entre elles: 

i* Si dans un verre de montre, où l'on a mis a à 4 gouttes de 
liqueur de Labarraque et i goutte d'acide chlorhydrique, on ajoute 
un peu de fraxine, on obtient une coloration rose ; l'esculine donne 
la même réaction ; 
2" L'acide sulfurique à 66" produit une coloration jaunâtre; 
3" L'acide sulfurique hydraté additionné de séléniate de soude ne 
donne aucune réaction, comme l'esculine d'ailleurs ; 

4* Le réactif de Mandelin donne une coloration rose fugace. 
L'esculine agit de même ; 

5° La constitution de la fraxine se rapprochant de celle de 
l'esculine, il était logique d'essayer la réaction de Sonnenschein, 
si pratique pour l'esculine. Elle réussit également bien pour la 
fraxine. 
: Des cristaux de fraxine touchés avec une goutte d'acide azotique 
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pur prennent une coloration brunâtre, que l'addition d'ammoniaque 
fait passer au rouge marron. La réaction in vilro se fait beau- 
coup mieux avec l'acide azotique pur, car elle n'est pas masquée 
par le précipité d'hydrate de fer qui se forme avec le réactif de 
Sonnenschein. Au contraire, sur les coupes ce réactif agit beaucoup 

Après avoir essayé les acides de diverses concentrations, noua 
croyons devoir recommander la solution renfermant : acide azo- 
tique, 2 parties ; eau, i partie. 

, ... Acide azotique i a i 

Avec les solutions ~ ^ — — . ■=-! — 

Eau I 3 3 

la réaction est de moins en moins précise. Avec la solution & parties 
égales, la coloration rouge obtenue est déjà bien faible ; avec l'acide 
étendu 2/3, on n'obtient plus guère qu'une teinte de couleur bois. 
L'acide azotique 1/2 n'agit plus sur la fraxine, et l'addition ulté- 
rieure d'ammoniaque y produit une coloration jaune, puis une 
fluorescence bleue. 

L'esculine traitée dans les mêmes conditions donne une colora- 
tion identique, mais beaucoup plus rouge, qui ne se produit plus 
avec des acides de concentration trop faible. La réaction exige pour 
être encore suffisamment nette une dilution k parties égales. 

La daphnine, isomère de l'esculine, traitée dans des conditions 
identiques, ne donne, comme on le verra plus loin, aucune colo- 
ration. 

Localisation de la flraxlne. — Pour la localisation de la 
fraxine, nous conseillons : A, la réaction de Sonnensckein, B, l'ac- 
lion des alcalis sur ce glucoside. 

A. — Pour exécuter la réaction de Sonnenschein, les coupes sont 
plongées dans le réactif : acide azotique ferrugineux, 2 parties ; 
eau, 1 partie, et abandonnées de a à 4 secondes (2 suffisent géné- 
ralement). On les porte aussitôt après dans l'ammoniaque un peu 
dilué (ammoniaque, 2 parties ; eau, i partie). La coupe prend rapi- 
dement une teinte violacée, on la retire aussil&t, on la lave dans 
l'eau et on la monte dans la glycérine ; la réaction est beaucoup 
plus délicate à elTectuer que celle de l'esculine. Il y a souvent une 
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grande difîusioD de la teinte, de Mirle ijUe toute la coupe, sauf le 
boÎB et le péricycie sclérîfié, preod une («inte roae uniforme. Cet 
iuconvénieDt provient de ce que la fraxine est soluble dans l'acide 
azotique et l'aminoaiaqae ; aussi deux secondes de contact dans le 
i-éactîf de Sonneascbein sont-elles suffisantes. 11 est de m^me 
ni^cessaire de retirer la coupe de l'animoniaque dès que la colo- 
i-alion violette commence k apparaître. Le temps nécessaire au trans- 
port des coupes de l'ammoniaque dans l'eau de lavage suffit pour 
terminer la réaction. Ce petit artifice permet alors de se servir uti- 
lemenl de ce réactif. 

Le phénomène de diiTusion qui pourrait induire en erreur un 
observateur non habitué à ces recherches mîcrochimîques, peut 
facilement être mis en évidence de la fa^on suivante. La coupe est 
plongée une seconde dans le réactif de Sonnenschein et placée 
ensuite sur une lame porte-objet. On dispose près de la lamelle 
recouvrant la préparation une goutte d'ammoniaque, qui par capil- 
larité arrive bientôt au contact de la coupe. 

Les cellules à glucoside se colorent d'abord seules, puis la teinte 
diffusant peu à peu, toute la préparation ne tarde pas à prendre 
une coloration rose uniforme. 

B. — Pour localiser la fraxine au moyen des alcalis, nous 
employons : 

i" Une solution de potasse à 2 p. 100 (une solution à 1 p. 100 
n'est pas suffisamment concentrée, et â 4 p- 100 la concentration 
est trop forte) ; 

2° Une solution d'ammoniaque Ji parties égales avec l'eau où la 
glycérine, l'ammoniaque concentrée ayant l'inconvénient de la 
potasse à 4 p- 100; 

3° L'eau de chaux est dans ce cas un excellent réactif, le meilleur 
à notre avis. 

Les coupes sont plongées dans l'un ou l'autre de ces réactifs et 
y seront abandonnées une ou deux secondes, sauf dans le cas de 
l'eau de chaux où l'on peut les laisser jusqu'à trente secondes; on 
les retire et on monte aussitôt dans la glycérine. 

Cette méthode est préférable à la précédente et les cellules à 
glucoside sont faciles à distinguer, grâce à la coloration jaune 
qu'elles prennent dans ces conditions. 
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Nous avons d'abord essayé les réactifs du lanin sur la fraxine et 
sur le taoia du frêne que nous avons préparé à cet effet. 
Le tableau comparatif ci-dessous expose dos recbercbes : 



RÉACTIF 


SUR LE TANIN DV FBÉNE 


EFFETS SUR LA KHAXINE 


Sulfal« ferreux 

Réaclirde Carpene 

RéacUr de Brœmcr 

Bichrumate de potasse... 
Molybdate d'amoniaque.. 


Précipité noir verdàlre. 
Précipité. 

Précipité. 

Précipité. 

Précipité iioii' verdàlre. 

Précipité noirâtre. 


Coloration jaune ; en 

solution augmente la 

duorescence . 

id. 

Rien. 

Rien. 

faiblement rosée. 

Teinte 

légèrement verdàlre. 

Rien. 
i:oloration jaune ; en 

fluorescence. 
id. 
id. 
Id. 


Perchlorure de fer, 

Réactif de GauUer 

Areéniate de soude 







La technique est la oiéme que pour la localisation de l'acide 
esculitannique. Noua avons employé la méthode par osmose et par 
contact direct des coupes avec les réactifs. Pour les résultats obtenus, 
nous renvoyons au tableau qui concerne ce lanin (p. 72-75). 

Kn général, avec les réactifs fortement alcalins comme le réactif 
(le Carpene, l'eau de baryte, l'eau de chaux, le cyanure de potas- 
sium, la réaction se fait plus rapidement que pour le Marronnier ; 
aussi les préparations ne doivent-elles rester dans ces réactifs que 
quelques secondes, au maximum une minute. Si l'on dépasse ce 
temps de contact, il y a dédoublement probable du produit, car 
celui-ci se dissout, et la localisation disparaît. 
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Le réactif de Brœmer, l'arséoiale de soude, qui soûl moins alca- 
lins, fournisseat une réaction identique mais plus longue à se pro- 
duire. L'emploi de ces réactifs n'est pas à préconiser. 

Il en est de mSme du molybdate d'ammoniaque et du sulfate de 
fer. Nous donnons la préférence au bichromate de potasse ainsi 
qu'au réactif de Gautier. Il faut laisser les préparations dans les 
solutions au moins pendant i5 à 20 minutes pour que la réaction 
atteigne toute son intensité. 

Quant à la méthode osmolique, nous recommandons également 
comme excellents réactifs le bichromate de potasse et l'acétalede 
cuivre {réactif de Gautier). 

Le perchlorure de fer et l'acétate d'urane donnent également de 
bons résultais mais qui ne sont pas à comparer avec ceux obtenus 
avec les réactifs précédents. 

Les cellules donnant les réactions de la frexine donnent égale- 
ment des réactions posilives avec les réactifs des tanins. Ce glu- 
coside semble aussi exister à l'état de combinaison avec le tanin. 

Ainsi qu'on peut le voir, les localisations de la fraxine et du tan-, 
nin de l'écorce de frêne sont beaucoup plus délicates à réahser que 
celles de l'esculine el de l'acide escuiitannique. Il faut avoir grand 
soin de faire des coupes un peu épaisses et de les laisser le temps 
indiqué dans le réactif pour obtenir de bonnes préparations. D'ail- 
leurs, dans ce cas, il n'y a pas de règles fixes ; il faut procéder par 
tâtonnements à l'aide des indications précédentes. 

Répartition des cellules à. gluooslde et & tanin dans 
une éoorce de Fraxlnus excelslor. — Examinons maintenant 
quelle est la répartition des cellules à tanno-glucoside dans une 
tige de deux ans, dont la structure histologique est la suivante : 

Un épiderme, puis un suber formé de 3 à 4 assises de cellules de 
liège, allongées dans le sens radial et dont les parois sont fortement 
ondulées. Le phelloderme est constitué par des cellules très collen- 
chymateuses et le parenchyme cortical formé de cellules allongées 
tangcnliellement, fortement serrées les unes contre les autres et 
par suite présentant des méats excessivement réduits. 

Le cylindre central débute par un anneau péricycliquo flbro-sclé- 
reux continu, composé de paquets de fibres réunis entre eux par de 
grands éléments sclérifiés. Le liber parenchymaleux, à éléments 
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FiG. 8. — Localisalion de la Traxinf dans l'écorce du Fraxtniu exeeUior L. 

tp., ipiderrae ; — L, liigc ; — pA-, pheltoil«rmc ; — pe., fanncttjme cortical ; 
f-ptr., Bbrea peric7c)iqiies ; — (.. liber j — r,m., rayuoB médullaires ; — 6., bois. 
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irréguliers disposés en série radiale, est parcouru par des raj'ous 
, médullaires de i à 2 rangées de cellules. Le bois, peu vasculaire, est 
presque entiëremenl fibreux dans sa partie externe. 

La fraxine et le tanin sont répartis en grande abondance dans 
le phelloderme, fendoderme et dans les cellules de la périphérie 
de la moelle aa voisinage du bois. Le parenchyme libérien, les 
rayons médullaires donnent une réaction peu intense ; le paren- 
chyme cortical, contrairement à ce que l'on trouve chez le marron- 
nier, est assez riche en cellules à glucoside. Toutes les cellules 
situées immédiatement au-dessous de l'anneau fibreux péricyclique 
donnent la réaction, formant ainsi une ligne colorée qui, avec celle 
donnée par l'endoderme, encadre pour ainsi dire l'anneau scléreux. 

Le suber ne renferme ni fraxine ni tanin. Toutefois, l'assise épi- 
dermique ne se colore pas par les réactifs de la fraxine, tandis 
qu'au contraire les réactifs du tanin y donnent des précipités très 
nets. 

Mais ce produit tannifère semble dire difTérent de celui contenu 
dans les cellules à fraxine, car le précipité obtenu, par les réactifs 
alcalins, dans les cellules épidermiques ne disparaît pas par un 
conlacl prolongé avec le réactif. Dans les mêmes conditions, le ta- 
nin contenu dans les cellules à fraxine est rapidement dissous. C'est 
là un fait curieux, sur lequel nous nous proposons de revenir & une 
époque de végétation plus propice. 
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CHAPITRE m 



- SA LOCALISATION 



La daphiiine est on isomère de l'esculine que l'on retire dû 
Dapkne alpina L., du Daphne gnidium L. C'esl un glucoside qui 
cristallise ea prismes rectangulaires avec deux molécules d'eau de 
cristallisation qu'il perd à 100° ; il fond à 200°. 

Par ébulIitioD avec les acides dilués ou les alcalis, la daphnine se 
dédouble et donne du glucose et de la daphnétine. 

La formule est la suivante ; 

C«H'-<^ - CO 
— OH 
^0C*H"05. 

Les réactions colorées de ce corps sont peu nombreuses et on ne 
connaît guère que l'action des alcalis, qui donne une coloration 
jaune soufre avec les cristaux de daphnine, et la coloration rouge que 
lui communique l'acide azotique. 

Nous avons essayé la réaction de Sonnenscliein qui nous a si bien 
réussi avec l'esculine, on n'obtient dans ces conditions qu'un résultat 
négatif. 

LocallsatiOIl. — La répartition de la daphnine a déjà été étu- 
diée par L. Sauvan dans les divers organes du Daphne alpina L. et 
du D. gnidium. II emploie à cet eflet : 1° une solulion de potasse; 
2» l'acide nitrique concentré, qui donne une coloration jaune orange 
ou rouge sang, selon la proportion du glucoside. Nous avons repris 
l'étude de cette localisation à notre poinl de vue spécial dans les 
tiges et les feuilles de ces deux plantes. 
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La solution de potasse doit dtrc assez concentrée, et nous nous 
sommes arrétt^ aux proportions suivantes : potasse, 5 grammes ; 
eau, 5o centimètres cubes. 

Les coupes sont déposées sur la lame et recouvertes d'une la- 
melle , puis on place près de cette dernière une solution de potasse 
qui, en arrivant au contact des cellules à daphnine, les colore en 
jaune soufre. 11 faut suivre la réaction sous le microscope, car la 
dilTusion est assez rapide et on ne peut plus affirmer dans quelles 
cellules a pris naissance la coloration. Une solution de potasse plus 
faible, solution à 4 p' loo, donne aussi de bons résultats pour les 
assises du phelloderme, mais la coloration obtenue est trop faible 
dans les cellules du liber et des rayons médullaires. 

L'acide azotique concentré, qui donne une belle réaction in vitro, 
ne nous a donné aucun résultat en histochimie. Peut-être devons- 
nous attribuer cet échec à la faible teneur en daphnine de nos 
échantillons. 

Répartition d* la Daplmlii* dans 1* Dapltn* alpina L. 

TigB. — En coupe transversale, on voit extérieurement un 
suber de plusieurs rangées de cellules isodiamétriques, è parois 
minces, puis une région phellodermique de 4-6 rangées de cellules 
collenchymatcuses allongées tangentiellement. 

Le parenchyme cortical est formé de cellules ovoïdes ou arron- 
dies laissant entre elles de larges méats. La région péricyclique est 
pourvue de nombreux amas de fibres, à lumen assez développé, 
qui protègent les coins libériens. Le tissu criblé est relativement 
peu développé ; il renferme de nombreuses fibres libériennes dis- 
posées sans ordre apparent par paquet de trois ou quatre de ces 
éléments. Le bois, très peu vasculaire, forme un anneau complet qui, 
h l'exception de quelques trachées, est exclusivement composé de 
fibres. Les rayons médullaires sont à une seule cellule, à parois 
épaisses et ponctuées. La moelle est assez développée et présente 
à la périphérie de nombreux Ilots de tissu criblé périméduUaire avec 
quelques fibres vers la partie la plus intense. Jamais de cristaux. 

La daphnine existe : dans les deux premières rangées de cel- 
lules phellodermiques, qui prennent une coloration jaune intense 
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dans quelques cellules du paremliymc cortical et en particulier, au 
voisioage du phelloderme, dans les rayons médullaires libériens et 
quelques rares cellules du parenchyme libérien au voisinage des 
Gbres. Enfin, dans la zone médullaire, elle se trouve presque exclu- 
sivement au contact des tlots de lissu criblé péri médullaire. 

Feuille. — La nervure médiane proéminente, à la face infé- 
rieure seulement, comprend un arc vasculaire peu développé pro- 
tégé par du coUenchymc sous-épidermique. Le mésophylle du 
limbe est bifacial avec deux rangées de cellules palissadiques et un 
tissu très lacuneux. Les épidermes glabres sont fortement cuti- 
nisés et à larges éléments. 

Dans le limbe la dapbnine .se localise : 

ï' Dans toutes les cellules de l'épiderme supérieur ; 2° dans Jes 
cellules lie l'épiderme inférieur, principalement au-dessus de la ner- 
vure principale, mais toujours en moins grande quantité que dans 
l'épiderme supérieur, fait déjà signalé pour l'csculine. Ajoutons 
que l'on obtient une réaction faible dans le tissu palissadique et le 
lissu lacuncuK. 

Dans la nervure médiane nous pouvons signaler comme donnant 
une réaction caractéristique, les épidermes, l'endoderme, les rayons 
médullaires et les cellules de la région péridesmique. Quelques cel- 
lules du parenchyme et du liber se colorent très faiblement en 
jaune. 

Ed cherchant à nous assurer comme précédemment de la pré- 
sence simultanée du (anin et du glucoside dans les mêmes élé- 
ments cellulaires, nous avons constaté avec ètonnement que cette 
plante ne renfermait pas, ou du moins contenait une quantité insi- 
gnifiante de tanin. Le tableau suivant résume les résultats de nos 
expériences : 

, Après 48 heures : 

[ Êcorce. — Les deux premières assises du 

i phelloderme prennent une 

coloration on peu plus acccn- 
luée qne les autres. Mats 
pas de précipité. 
V^fuiVfc.— Cellules épidermiques.coloralion 
un peu plus accentuée. 
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ParobloniTe d« ter. 



Holybdate d'ammo- 
nlsqne. 



Bichromate de 
potasse. 



Après I heure : 

Écorce. — Quelques cellules faiblement 
brunâtres dans les deux pre- 
mières assises phellodermi- 
ques. 

Feuille. — Quelques cellules épidermiques 
se colorent en brun. 

I Après 48 heures : 
Écorce. — Les deux premières assises du 
phelloderme prennent une 
coloration jaune orange très 

J Feuille. — Coloration orangée dans quel- 

f ques cellules épidermiques 

I de la feuille. 

1 Après 48 heures : 

\ Bien dans Técorce ni dans la feuille. 

; Coloration un pe'i plus foncée dans les 

j deux premières assises phellodermiques 

( et dans l'épîderme des feuilles. 



Ainsi qu'on peut le voir, ci>s réactions sont bien diiTc^rentes de 
celles obtenues avec lant de netteté chez V/Esculus et les autres 
plantes, et ne sont pas assez caracléristiques pour affirmer la pré- 
sence du tanin dans les mCnies éléments que la daphnine. Aussi 
nous croyons que si celle dernière n'exisle pas à l'état libre dans la 
plante, elle est combinée avec an composé ne fournissant pas les 
réactions du tanin. 
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CHAPITRE IV 
SALICIRE. — $A LOCALISATION 



La salicine est un glucoside que l'on retire de Técorce de plu» 
sieurs espèces de saules el de peupliers. 

S. alba L, S. parpurea L., S. hélix L,, S. incana L., S. prœcox- 
L., S. hastala L., S. penlandra L., S. polyandra L-, Populus alba 
L., P. Iremula L., etc. 

Au contraire elle n'existe pas dans les espèces suivantes : 

S. Dilellina L., S. caprea L,, S. viminalis L., S. bicolor L., 
Populus nigra, P. angulosa, P. baltamea, etc. 

Ce corps cristallise en aiguilles blanches prismatiques apparte- 
nant au système orthorhombique. II est dextrogyre, floluble dans 
l'eau froide [5 A 6 p. loo), très soluble dans l'eau chaude. La salicine 
est aussi soluble dans l'alcool, mais insoluble dans l'éther de pétrole, 
la benzine. Elle fond à 200°, et A une température plus élevée elle se 
décompose en donnant de l'aldéhyde salicylique et un mélange de 
produits empyreumatiques. Elle ne précipite pas les acétates neutre 
ou basique de plomb, mais précipite par i'acétale de plomb ammo- 
niacal. 

ChauITée doucement avec un acide étendu, la salicine se dédouble 
en saligénine et glucose. 

^CH»OH 



C»H"Os — - C«H* - CH'OH + H'O = C«H"0« + CH' : 



A l'éballition, au lieu d'obtenir la saligénine, on obtient un pro- 
duit de déshydratation, la salirétine. 

L'émulsine produit également le dédoublement en glucose et 
saligénine, mais ne donne jamais de salirétine. 

Par oxydation ménagée, la salicine, qui est un glucoside à fonc- 
tion alcool, se change en un glucoside A fonction aldéhyde. C'est 
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ainsi que par oxydation ménagée on obtient l'hélicine. Si l'oxydation 
est plus complète, si l'on chauffe avec un mélange de bichromale 
de potasse et d'acide sulfurique, par exemple, on obtiendra de l'acide 
salicylique, de l'acide Tormique et du gaz carbonique. Avec l'acide 
concentré elle donne de l'acide nitro-salîcylique et de l'acide oxa- 
lique. 

La salicine n'est pas attaquée à l'ébullition par les solutions alca- 
lines, mais, fondue avec un excès de potasse, elle donne du salicy- 
late et de l'oxalate de potassium. Distillée avec la chaux vive, on 
obtient du phénol et de l'aldéhyde salicylique. 

C'est surtout aux travaux de PmiA (i) que l'on doit la connais- 
sance de la constitution de la salicine. Sa formule est la suivante : 



C«H' 



^0 — C»H"O*0) 



^ CH'OH (2) 
Celles de la saligéniue et de l'hélic 



-OH(t) „,„,^0.C«H"0^(1) 



L'action du chlorure de benzoyle sur la salicine a donné k Schiff 
un dérivé monobenzoylé dans lequel le radical benzoyle aurait 
éthérifié une des fonctions alcool. Cette benzoylsalicine est iden- 
tique avec un produit retiré des feuilles et de l'écorce du peuplier- 
tremble, la populine. Ce serait le composé 



c?n* 



^OC''H"0* 

--CH* — — CO — C•H^ 



Réactions de coloration. — Toutes ces décompositions el 
réactions ne peuvent être utilisées en microchîmic ; une seule 
d'entre elles est susceptible d'application, c'est la coloration rouge 
sang que communique à la salicine l'acide sulfurique concentré. 
Ajoutons que cette coloration disparaît par addition d'eau et que, 
si l'on chauffe le mélange, il se forme une matière résinolde dont 
nous avons déjà parlé, la salirélinc. 

Les acides hydratés ne donnent pas cette réaction. 

(I) Pim.i. Ann. de Ckim. et Phys., f sér., 1. LXEX, j>. a8i-3a6, i838, cl 
3* Bér., l. XIV, p. sr)7-3oi, i8iir.. 
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Looaltsation de la sallolne. — L'emploi de l'acide sulfu- 
rique est très délicat, les préparations mises en présence de ce réactif 
sont immédiatement détruites et il est impossible de les transporter 
sous le microscope. On devra donc examiner les coupes directe- 
ment dans une goutte de réactif. Malgré ces précautions, on n'obtient 
que des résultats médiocres; quant à obtenir une localisation nette, 
c'est inutile d'y songer. 

L'acide sulfurique dilué ne donne aucune réaction avec la sali- 
cine, mais il n'en est pas de même si l'on y ajoute du séléniate de 
soude en cnstaux. Au contact de ce dernier, il se développe une 
coloration rouge, qui va sans cesse en augmentant et met dix à 
quinze minutes pour atteindre son maximum d'intensité. 

Cette réaction peut être employée à la recherche de la salicine 
en prenant les précautions suivanles : 2 grammes de séléniate 
de soude sont réduits en poudre Tine el mélangés avec 2 centi- 
mètres cubes d'acide sulfurique hydraté. On obtient de la sorte 
une bouillie que l'on coDser\'e dans un flacon bien bouché, afm 
d'éviter l'absorption de l'eau, car, trop hydraté, le réactif serait inu- 
tilisable.Au moment de l'employer, après avoir bien mélangé le tout, 
on porte 5 à 6 gouttesde cette bouillie dans un verre de montre et on y 
abandonne les coupes pendant cinq à dix minutes. Après cinq mi- 
nutes de contact, la réaction est déjà bien commencée, mais elle n'est 
généralement complète que vers la septième etla huitième minutes. 
On est d'ailleurs guidé par la coloration rosée que prend la prépa- 
ration. Les coupes sont alors retirées du rénctif et portées dans 
un verre de montre renfermant de la glycérine pure. Les cristaux 
de séléniate, en raisoa de leur densité plus élevée, se séparent, el la 
coupe, débarrassée de la bouillie de cristaux qui l'entourait, surnage 
dans le liquide; on la monte alors dans une goutte de glycérine. 

On obtient ainsi une très belle localisation, mais cette manipula- 
tion est délicate et il est nécessaire de recommencer un certain 
nombre de fois pour arriver à posséder une excellente préparation. 
Ce traitement par l'acide sulfurique a l'inconvénient d'endomma- 
ger les tissus, aussi n'est-il pas rare que les préparations se dé- 
Iruisent peudant le lavage dans la glycérine. Il faut donc avoir 
grand soin de ne pas prolonger le contact des coupes avec l'acide. 
Ajoutons que l'eau ne peut pas être employée pour laver les coupes 
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au sortir du réactif, car le dégagemCDl de chaleur qui résulte de 
sa combinaison avec l'acide désagrège toujours les tissus. II est 
indispensable d'apporter un soiu minutieux à toutes ces manipula- 
tions, mais avec un peu d'expérience on arrive cependant à un bon 
résultat. 

Par ce traitement toutes les membranes des fibres péricyclïques 
et libériennes prennent une teinte rose, puis rouge ; cette coloration 
pourrait faire admettre la présence de salicine dans ces fibres. 

Il faut rejeter cette hypothèse, car le même fait se reproduit avec 
le Salix viminalis L. qui ne renferme pas de salicine. Cette colora- 
tion rouge des fibres du S. alba et du 5. viminalis se produit d'ail- 
leurs avec l'acide sulfurique hydraté, qui n'a pas d'action de ce 
genre sur la salicine. 

Si l'on fait agir l'acide sulfurique additionné de séléniale de 
soude sur un saule sans salicine, le Salix viminalis L.,par exemple, 
au bout de trente secondes la coupe a déjà pris une teinte jaunAtre 
et les cellules correspondantes à celles qui renferment la salicine 
chez le Salix alba L. ont une coloration jaune bois bien diiTérenle 
de la teinte rougoâlre observée avec ce saule à salicine. 

La même réaction se produit, d'ailleurs, également dans les 
mêmes cellules avec l'acide sulfurique hydraté. 

L'action lente identique à celle produite in vitro, la coloration 
jaune rouge qu'il donne avec les saules à salicine, la réaction si 
différente des saules sans salicine, prouvent bien que notre réactif 
excellent pour la localisation de ce glucoside. 

Localisation de l'acide salicitaonique. — Répétant toujours les 
mêmes expériences que précédemment, il nous suffît de dire que la 
préférence doit être accordée au bichromate de potasse, au molyb- 
dale d'ammoniaque, à facétate d'urane ou bien au réactif de Gau- 
tier. La localisation de ce tanin est très facile. 

! Après 1 m. — La localisation est bien dé- 
limitée- 
— 5 m. — Localisation très nette , 
presque terminée. 
— i5 m. — Localisation terminée. 
— 3 h. — Très belle localisation. 
- ai h. ~ ~ 
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Acétate d'urane. 
BéactU de Brœmer. 
RéactU de Carpene. 



■; 



54 h- 



- Quelques rares cellules sont 

col orties. 

- La localisation s'accuse. 

- Localisation presque ter- 

minée, n'a pas encore at- 
teint toute son intensité. 

- Très bonne localisation. 



RéactU d« Gantier. 



Perchlomre de fer. 



Apn'-s 1 m. — Quelques cellules ont déjà 
donné la réaction. 

— 5 m. — Localisation bien accusée. 

— i5 m. — Localisation terminée. N'a 

pas encore atteint toute 
son intensité. 

— 3 h. — Très bonne localisation. 

— 24 h. - - 

, Concontré. — La localisation est instan- 
tanée et tr6s nette. 
, Après 1 m. — Localisation bien délimitée- 
\ Dilué.— 5 m. — Localisation terminée. Elle 
est moins caractéristique 
I qu'avec les autres réac- 

' tirs. 11 est préférable d'em- 

ployer le perchlomre de 
fer concentré. 



Suliate de fer. 



Après 1 m. — Coloration verte de toute la 
coupe et commencement 
de localisation. 
— 5 m, — Localisalion terminée. 
< - i5 m. - - 

1 La localisation par le suliate de fer n'est 
I [>as aussi caractéristique' qu'avec les autres 
I réactifs. 



Araéniate de soude. 



- Rien. 

- Commencement de réac- 

tion. 

- Localisation bien accusée. 

- Localisation terminée. 
-^ Bonne localisation. 
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Cyanure 
d« potacdnm. 



— 108 — 

/ Après 1 m. — Bien. 

— 5 m. — La localisation commence à 
I s'accuser. 

I — 3 h, — Mauvaise localisation. 
[ — a4 h. — Mauvaise localisation. 
^ Ce ri'actir ne donne pas de bons résultats. 



Eau de obaox. — Eau . 
de baryte. 



; I m. — Lo<^lisation dans quelques 
cellules. 
U m. — Localisation bien accust'e 
i5 m. — Localisation terminée. 
3 h. — Bonne localisation. 
24 h. - 



Comme on le voit par ce lableau, le temps de contact varie avec 
chaque réactif. II faut cinq minutes avec les réactifs tels que l'urane, 
le bichromate, le molybdale, le réactif de Gautier et quinze minutes 
pour que la coloration atteigne .son maximum d'intensité. Avec les 
réactifs de Br(emer, de Carpene, l'arséniate de soude, Teau de 
chaux, l'eau de baryte, il faut quinze minutes pour avoir une bonne 
localisation et près d'une heure pour que cette dernière ail atteint 
son maximum d'iutensité. 

La localisation par osmose est également excellente, préférable 
mâme à la précédente. Elle réussit admirablement avec le bichro- 
mate de potasse, le réactif de Gautier et le molybdate d'ammo- 
niaque. Le temps de la précipitation varie avec la longueur de 
l'échantillon. 



Répcuidtloii de la sallolne et du tanin 
dans les différents organes du Sallx alba L. 

1° Feuille. — La nervure médiane est biconvexe. Les cellules 
épidermiques sont fortement cutinisées cl présentent des poils uni- 
cellulaires nombreux. On trouve en dessous de l'épiderme inférieur 
du tissu coUenchymateux très développé. Le parenchyme renferme 
de nombreux cristaux d'oxalate de chaux, en macles el rhom- 
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boèdrea, principalement situés vers l'endoderme. Le tissu criblé est 
protégé par des tlots pértcycliques fibreux. Le système conduc- 
teur se compose de deux faisceaux libéro-ligneux dont l'un est dis- 
posé en arc. Le bois est fortement vasculaire avec du parenchyme 



FiG. g. — Localisation de la ealicînc dans la feuille de Salixalba L. 
.. épid«rnie : — rot., collcnchïme ; 



peu lignilîé et est traversé par des rayons médullaires à une seule 
rangée de cellules. 

Le mésophylle est bifacial, mais les cellules ont une tendance h 
s'orienter perpendiculairement aux épidermes, de façon à simuler 
un tissu palissadique bomogène. Sous t'épiderme inférieur, signa- 
lons une assise hypodermique qui sépare le tissu palissadique de 
l'épiderme. Dans ce mésophylle on rencontre çà et là de grosses 
cellules sphériques remplies par une macle volumineuse d'oxalate 
de chaux (fig. 9). 

La salicine et l'acide salicilannique se localisenl dans les mimes 
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cellules. Dans la Acrvurc médiaDe on les rencoatre priacipale- 
menl dans les assises collenchymaleuses sous-épidermiques, avec 
une réaction plus intense à la parlie supérieure de la feuille, dans 
Cendoderme, les rayons médullaires et la périphérie de la moelle. 
On en rencontre 1res peu dans le parenchyme de la nervure el les 
épidermes. Le liber et le parenchyme li^eux en sont presque tota- 
lement dépourvus. 

Dans le limbe, les épidermes présentent une réaction néga- 
tive. C'est un fait assez curieux, mais qui n'est pas spécial au 
Salix alba, car il a été déjà signalé également chez les Cinchona. La 
salicinc et le tanin se localisent alors dans l'hypoderme de la face 
inférieure, dans le tissu palissadique de la face supérieure el dans 
quelques cellules du mésophylle, au voisinage des faisceaux des ner- 
vures secondaires (fig. 9). 

2' Tige jeune. — La structure anatomique de la lige jeune est la 
suivante : 

Sous un épiderme à cuticule fortement développée nous trou- 
vons un tissu collenchymateux comprenant 3-4 assises de cellules, 
puis un parenchyme cortical relativement peu développé avec de 
nombreuses macles d'oxalate de calcium. L'endoderme est peu 
visible. Des Ilots de fibres péricycliques protègent un liber assez 
développé renfermant des cristaux d'oxalate de chaux en macles et 
rhomboèdres et parcouru par des rayons médullaires à une seule 
rangée de cellules. Le bois est fortement vasculaire, et le paren- 
chyme plus ou moins lignifié, La moelle est à larges éléments avec 
de nombreuses macles d'oxalate de chaux. 

Le coiuposé tannolde se localise dans /□ première el aussi un peu 
dans la seconde assise de tissu collenchymateux, dans l'endoderme, 
au-dessus des tlots fibreux péricycliques, dans les rayons médul- 
laires el à la périphérie de la moelle. On en rencontre très peu dans 
le parenchyme cortical et le liber. L'épiderme n'en renferme pas 
(PI. XIII). 

3" ficorce âgée. — La structure anatomique d'une écorce Agée 
nous montre : 

Un épiderme à cuticule épaisse avec, au-dessous, quelques 
assises de liège peu développé; un phelloderme à cellules collen- 
chymaleuses allongées tangentiellcment, puis un parenchyme cor- 
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ticai doûl les cellules fortemeDt comprimées les unes contre les 
autres laissent peu de méats. A la partie la plus interne de ce paren- 
chyme, on remarque de gros amas de fibres d'origine përicyclique. 

Le liber est très développé avec de nombreux Ilots de libres libé- 
riennes disposées horizontalement. Le bois est fortement vascu- 
laire. Le rayon médullaire, à une seule rangée de cellules, traverse 
le bois et le liber et se termine près du péricycle après s'être consi- 
dérablement élargi, 

La localisation du composé tannoTdc se rapproche de ce que nous 
avons indiqué précédemment. Toutefois, le phelloderme est très 
riche en cellules à glucoside. On le rencontre aussi en grande quan- 
tité dans les cellules de la région endodermique qui séparent deux 
amas fibreux péricgcliques (Voir PI, XIII). La réaction est égale- 
ment intense vers ]a partie externe du tit>er,aa voisinagedupdrici/cle. 

Les rayons médullaires offrent la même localisation que précé- 



La répartition du glucoside dans le liber mérite d'attirer l'atten- 
tion. Dans ce dernier tissu, la proportion de cellules donnant la 
ré&ctioD de la salicine et du tannin est d'autant plus grande que 
l'on s'éloigne plus du cambium, et les parties les plus riches sont 
celles qui avoisinent le péricycle. 

La quantité de salicine qui se trouve dans une écorce âgée est 
proportionnellement plus grande que celle qui existe dans une 
jeune. 

Le nombre de cristaux d'oxalate de chaux rhomboédriques est 
lui-même beaucoup plus élevé que dans une jeune écorce. C'est là 
un fait intéressant que nous avons signalé à propos du marronnier 
et qui mérïte d'être indiqué à nouveau chez le Salix alba L. 

La salicine se rencontre donc dans les mimes cellules que 
tacide salicilannique et se trouve vraisemblablement combinée à ce 
tanin. 

Elle se localise principalement dans les assises sous-épidermiques, 
l'endoderme, la périphérie de la moelle, les rayons médullaires. 
Contrairement à ce que l'on rencontre chez V/Esculus, le Rhus 
Colinus, etc., l'épiderme du limbe en est totalement dépourvu. 
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CHAPITRE V 



ESSAIS DE LOCAUSATION DE LA CAFÉIKE 



Historique. — La caféine est un corps azoté que sa conslîtu- 
tioD éloigne des alcaloïdes et des ^^lucosides. On la rencontre dans 
des végétaux appartenant à des familles très différentes. Elle fut 
isolée du café par Runge (i), en 1820. Sept ans plus tard, Oudby (2) 
retira du thé un corps blanc cristallisé, auquel il donna le nom de 
théine et que Jobst (3), Berzelii:s (4), Mulder (5), Hehzog (6) 
identifièrent tour à tour avec la caféine. 

En 1857, Mabtius (7) relire du PauHinia sorbilia une substance 
cristalline, qu'il appela guaranlne, que Bertheuot et Dechaste- 
LUS (8) déclarent également identique à la caféine. 

En 1843, Stenhouse (9) isole ce composé de différents tlex, et en 



(1) RUK«E, Sehweigger't Journal far Chemie and Phytik., t. XXXI. p. 3oB, 
1820, et Maltr. 1. PkyMogie, t. I, p. ijG, 1831. 

(a) OuDRV, Tbein, eine oi^niscbe Salibaae im Tbee. Magazin fUr Pharma- 
cie., t. XEX, p. 49-5o, iSaj. 

(3) JoBBT, Thein identiscb mit CalTein. Liebig'i AnnaUn, t. XXV, p. 63-66, 
1838. 

14) Berzelils. JahrtMbtrichI, t. XVli, p. 3oa, iSS;, l. XVIIl, p. 388, i838. 

[^) MuLDEii., Cbemische Untersuchung des cbinesiechen und javaniecben 
Tbeee. Poggrnd. Ann., t. XLIU, p. i6i-i83, i838. 

(61 Herzoc, Uber salzeaurea Thein. Liehig* AnnaUn, t. XXVI, p. 344-345, 
i838. 

(7} Martius, Uber die ZusammensetzuDg des Guaranin . Ann. der Chem. und 
Pharm.. l. XXXVI, p. 93-96, 1840. 

|8) Bbbthbiiot el Dbchastelus, Cbemiscbe UntereuchunK des Guarana. 
Ann. der Chem. and Pharm., t. XXXVI, p. 90-93, i84o. 

{9) Stenhouse, Nachtrâglicbcs Qber das Tbein. Ann. der Chem. and Pharm., 
l. XLVl, p. aa7-a3o, i843. 
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i865, Attfield (i) la découvre dans le Cola acuminala R. Br, qui 
fui ultérieurement l'objet de nombreux travaux. Il faut mentionner 
surtout l'ouYrage très complet de Heckel et Schlagdenhauffen (2}. 

Plus lard, Scharlinc(3} retire la caféine d'une Nyctaginée brési- 
lienne, le Neea thei/era (lEasTEDT ; enfin, en i883, Schmidt (4), 
prouve la présence d'une petite quantité de ce corps k côté de la 
théobromîne dans les graines du Theobroma cacao L. 

Au point de vue de sa composition et de sa constitution chimique, la 
caféine a été l'objet d"un grand nombre de mémoires ; citons en par- 
ticulier ceux de Stemhouse, Nicholson (5), Peligot, Rocheleder (6), 
Herzog, Stbecker (7). Les derniers travaux de E. Fischer (8) 
ont fixé complètement les rapports de la caféine avec les corps de la 
série urique.etl'on sait actuellement que ce composé, ainsi que ses 
congénères, théobromine, théophylline, dérivent d'un radical oi^a- 
nique à chaîne fermée auquel Fischer a donné le nom de «purine». 
La caféine serait d'après cette théorie une triméthyldioxypurine. 

Bien qu'elle diffère des glucosides, nous avons entrepris l'élude 
eaicrochimique de la caféine, car les relations de ce corps avec les 
différents tanins existant dans les plantes qui la renferment avaient 
déjà attiré l'attention de certains auteurs. Ces composés lanoiques 
sont l'acide cafétannique (café), corps de constitution voisine de 



(1} Attpield. On the Tood-value of the Kota-nul; a new source of Ibeine. 
PharmaeeutUal Journal, a» aér, t. VI, p. 457-460, i865. 

(a) Heckel «t ScHLAaDE.NHAUFEN. Les Kolas arricaina. ,inn. de rintl. col. 
de ManeiUr, t. I, i°'iii6m. Paris, i8g3. 

r3] ŒEisTED.Zur Beleuchlung der Btumen des brasilianischeii Tbeesiraucbee 
{IVeea Iheifera), Bol. Zeit.,l. XXVII, p. ai6-aa4, 18IJ9. 

(4) Schmidt. Ulwr das Vorkomnoen von Caffein im Cacao. LUbig'ê AnaaUn. 
l. CCXVII, p. 3o6-3oe, i883. 

(5] Nicholson. Lber CafTcin und einige aelner Verbindungen. Ânn. der 
Chem. a. Pharm., t. LXII, p. 71-83, 1847. 

(6) Rocheleder. Uber das CalTein. Ann. d. Chem. u. Pharm., t. LXIX, 
p. i20-ia5, t. LXXI, p. 1-13. 1849. 

(7] Stbeckbr. Élude sur les transforma lions de )a tbéobromine de la caféine, 
des acides parabanique. taurocbolique, glfcucholique el lactique. C. B. Ae. 
Se., t. LU, p. i«68-ia7i, 1861. 

(8] E. Fischer. Syntbesen in der Puringnippe. Ber. d. d. Chem. GeseUteh., 
t. XXXII, t. I, p. 435-504, 1899. Trad. Monil. Se. QutâneviUe, t. LEII-LIV, 
p. 465-476, 553-576, 1899. 
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celle de l'esculiao, l'acide kolatannique (kola) et uo corps inconou 
pour le thé. 

L'élude microchimique de la caféine a déjà fait l'objet de nom- 
breux travaux, parmi lesquels noua citerons ceux de Schimper (i), 
qui prétend que la localisation microchimique de la caféine n'est pas 
possible. 

En 1891 , MoLiscii 12) indique deux méthodes pour la caractérisa- 
lion de cet alcaloïde au microscope. 

La première méthode consiste à déposer sur une lame porte-objet 
une ouplusieurscoupesdansunc goutte d'acide chlorhydrique con- 
centré. Après une minute, on ajoute une goutte de chlorure d'or & 
3 p. 100. Dès que le liquide commence à s'évaporer, on voit appa- 
raître sur les bords de la goutte des aiguilles longues, jaunAtres, 
d'un aspect caractéristique, qui représentent un chloro-auratc de 
:aféine. 

Dans la seconde méthode de Molisch pourcaractériser la caféine, 
on place les coupes dans upc goutte d'eau distillée et l'on chauffe 
jusqu'à 100». On laisse ensuite l'eau s'évaporer entièrement. On 
verse alors sur la lame une goutte de benzine, qat s'empare de la 
caféine et, en s'évaporant, laisse un grand nombre de cristaux 
caractéristiques. 

Hanauseck (3), dans des recherches qui suivirenl de près celles 
de Molisch, emploie également le chlorure d'or comme réactif. 
L'auteur fait en outre remarquer qu'il se dépose au bord de la 
lamelle des cristaux de chlorure d'or présentant une forme particu- 
lière par suite de ta cristallisation au sein d'une liqueur cblorhy- 
drique. Ces cristaux peuventètre facilement confondus avec ceux 
de la combinaison de caféine ; ils sont un peu plus gros, un peu 
plus courts et ne se terminent pas en pointe, comme ces derniers. 

Ces méthodes sont bien peu exactes, et Molisch lui-même, dans 
l'examen du thé, a pu caractériser la caféine dans les jeunes feuilles, 



(a) Shimpeb. Anleitung z. mikroikopitehm Unltnaehang d. Nskranig-Ge- 
nattmillel. lëna, 1886. 

(i) Molisch. Loc. ell. 

(3) Hanausek. Zur histocheniisolien CalTeinreaclion. Zeiltchr. d, Allg. Œtf 
Apoltker-Yertines, p. &06-609, 1891. 
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inais n'a obtenu aucun résultat avec les feuilles aJulles, qui sont 
cependant riches en principe actif. 

La recherche microchimique de la caféine a été tentée aussi par 
L. Gaucher (i), au moyen de l'iodure de potassium^ iodé, du ferrit- 
cyanure de potassium, du moiybdale d'ammoniaque, de l'acide 
phosphomolybdique. du vanadate d'ammoniaque, du tungstate de 
soude et enfin du chlorure d'or. L'auteur reconnaît que par ce pro- 
cédé il n'a pas déterminé la localisation de la caféine au sens que 
l'on accorde à ce mot. Sa méthode consiste à traiter les coupes par 
l'acide ch lor hydrique afin d'isoler la caféine de sa combinaison, et 
à la caractériser par la teinte que prennent au bout d'un certain 
temps les précipités obtenus avec le chloromolybdate d'ammo- 
niaque, l'acide phosphomolybdique et le vanadate d'ammoniaque. 
Malheureusement, ces colorations ne sont nullement caractérisa 
tiques, et il arrive très souvent que, dans la localisation des alca- 
loïdes, on observe de telles réactions sans que l'on puisse en tirer 
aucune conclusion. Elles sont simplement la preuve d'une réduc- 
tion des réactifs, que diverses substances organiques peuvent tout 
aussi bien produire que les alcaloïdes. Ces réactions microchi- 
miques n'ont pas grande valeur et ont amené l'auteur è admettre 
que la jenne plantule de Coffea non encore pourvue de chloro- 
phylle ne renferme pas de caféine. Cette conclusion a été depuis 
reconnue inexacte par les derniers travaux de Clautriau. 

Dans un travail récent, H. BEHRENsrecommande comme réactifs 
permettant la recherche microchimique de la caféine le chlorure 
mercurique et le nitrate d'argent en solution nitrique. 

Pendant son séjour k Buitenzorg, Clautriau (s) essaya en vain 
dedélerminer la localisation de la caféine dans le caféier et le thé. 
Il obtenait bien des précipitations de principes actifs dans les cel- 
lules, mais généralement ces précipités n'étaient pas seuls, d'autres 
les accompagnaient; ils pouvaient prêter k confusion. et empê- 
chaient de se rendre compte de la marche de la précipitation de la 
caféine.» 11 eût fallu, dit-il, pouvoir vérifier ces précipitations par 



(a) L. Gaucher. Loc, cil. 

(i) G. Clautiiiaii. Nature et signification des alcaloïdes vâgétaui. Ann. de 
ta Soc. royale de* Se. médic. et nal, de Braxeltet, t. IX, fasc. II, p. ii3, 1900. 
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une réaction colorée, mais cette réaction ne se produit pas dans les 
lissu8, non pas à cause d'une trop faible quantité de substance, 
ainsi que le pensent certains auteurs, mais par suile delà présence 
des matières organiques. Il n'en résulte pas que je considère la lo- 
calisation microchioiique de la caféine comme impossible, mais 
elle prét<ente de grandes difficultés et demande encore de longues 
études préliminaires. » 

Renonçant aux expériences microchimiques, l'auteur eut alors 
recours h l'analyse chimique dans ses recherches ultérieures sur le 
caféier et le thé. 

Examen des réactions pouvant être employées & la 
localisation de la caféine. — Avant d'exposer nos résultats, il 
est indispensable de donner rapidement les caractères chimiques 
de la caféine et d'indiquer les réactions susceptibles d'être utilisées 
en microchimie. 

La caféine se présente sous forme d'aiguilles blanches, soyeuses, 
enchevêtrées. Les cristaux renferment une molécule d'eau de cris- 
tallisation, lorsque la cristallisation a eu lieu en miUeu aqueux. Ils 
sont, au contraire, anhydro^, si elle a lieu en milieu aiccolique ou 
chloroformique. Elle commence à se volatiser & la température de 
177° el fond vers zS^". 

Son meilleur dissolvant est le chloroforme, qui peut en dissoudre 
■3 p. 100 ; puis vient l'alcool à 85*, 2,3p. 100; l'eau, i,3o p. 100; 
l'alcool absolu, 0,60 p. 100; le sulfure de carbone, 0,06 p. 100; 
l'oxyde d'éthyle, o,o5p. 100. A l'ébuliition, l'ordre de solubilité se 
modifie, l'eau vient en première ligne et en dissout 4^ p. 100 ; le 
chloroforme, 19 p. 100. La solution aqueuse de caféine est neutre ; 
elle n'a aucune action sur le papier de tournesol. Cependant les 
acides se combinent avec elle pour former des sets solubles, mais 
ces combinaisons sont très ioatables et se détruisenl même par 
l'eau ou l'alcool. Si l'on ajoute un alcali â la solution d'un pseudo- 
sel de caféine, le composé ne précipite pas & cause de sa solubilité 
pins grande dans les liquides alcalins que dans l'eau. 

La solution aqueuse de caféine traitée par l'iodure de potassium 
iodé ne précipite pas. 

En milieu chlorfaydrique on obtient par ce réactif un précipité 
bruB très abondant, encore sensible au i/aooos d'après Gaucher. 
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L'iodure double de mercure et de potassium détermine dans une 
solution chlorhydrîque de caféine un précipité blanc jaunâtre dis- 
paraissant rapidement. 

On constate, dans certains cas, après la disparition du précipité, 
une cristaUîsalion abondante d'aiguilles rayonnantes et d'aspect 
caractéristique. Clautriau n'a pas déterminé les proportions de 
réactif et d'acide chlorhydrique indispensables pour amener la 
formation de ces cristaux. 

La caféine précipite en rouge vif par le réactif de Dragendobfi' 
(iodure double de bismuth et de potassium) en solution légèrement 
acide et donne après quelque temps des prismes de couleur 
rubis. 

L'acide phosphomolybdique détermine en milieu chlorhydrique 
un précipité blanc jaunâtre. 

Le tanin produit un précipité blanc cailleboté. Le bichlorure de 
mercure, le chlorure de platine donnent des précipités cristallisés. 
Mais il faut pour ces réactions opérer en liqueur assez concentrée, 
car en solution diluée le liquide reste limpide. 

Citons encore les réactifs indiqués par L. Gaucher. 

Le ferricyanure de potassium produit en milieu chlorhydrique, 
après évaporalion du liquide, des aiguilles bleues caractéris- 
tiques. 

Le réaclif de OAHOiNbiR (solution saturée de molybdate d'ammo- 
niaque dans le chlorhydrate d'ammoniaque) détermine un précipité 
blanc amorphe dans la soliition chlorhydrique de caféine. Ce préci- 
pité est soluble à chaud ; si l'on évapore à siccîté, il cristallise et 
laisse déposer des cristaux acidulaires qui ne tardent pas à se colo- 
rer en bleu par suite de la réduction de l'acide molybdiquo 

Le tungstate de soude en solution saturée dans l'acétate de soude 
donne un précipité blanc cailleboté très abondant. Ce précipité 
devient jaune sous l'action de la chaleur ou par simple exposition 
à l'air. 

Le vanadatc d'ammoniaque ne produit qu'un trouble léger dans 
une solution chlorhydrique de caféine ; mais si on laisse évaporer 
à chaud ou h froid, ou obtient un résidu d'un beau rouge. 

La caféine possède aussi une réaction colorée: évaporée à sic- 
cité avec un oxydant énergique, tel que l'acide azotique, l'eau de 
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chlore ou de brome, elle laisse un résidu brun rouge (d'acide dimé- 
tbylparabani(]ue qui, au contact de l'ammoniaque, prend une belle 
coloration rouge pourpre due à la formation de murexide). Cette 
réaction se produit difficilement en présence de matières orga- 
niques. De plus, si l'on fait la réaction avec l'eau de chlore, la pro- 
portion de chlore ne doit pas dépasser i ,5 à 3 fois celle de la caféine. 
On peut, dans ce? conditions, obtenir une réaction avec o,oooo25 
et même 0,00001 de caféine [DragendohI'I' (il]. Ajoutons encore 
qu'un excès d'ammoniaque empêche la réaction de se produire. 

Essais de localisation de la oafétae. — Nous avons vu 
que les méthodes de localisation consistant à précipiter la caféine 
dans les cellules, au moyen de réactifs appropriés, n'avaient pas 
donné de résultats bien caractéristiques aux auteurs qui les avaient 
utihsées ; il était donc rationnel de recourir aux réactions colorées, 

La formation de la murcxide avec l'acide azotique comme corps 
oxydant n'ayant donné aucun résultat, nous avons employé l'eau 
de chlore, en tenant compte de la remarque faite par Dhauendorff, 
Les coupes sont au préalable plongées dans l'eau additionnée 
d'acide chlorhydrique et disposées sur une lame avec quelques 
gouttes d'une solution chlorée renfermant : eau de chlore saturée, 
5 gouttes, et eau, 2 centimètres cubes. On chauffe très légèrement la 
lame et on laisse ensuite la solution s'évaporer à l'air libre. Laprépa- 
paralion prend peu à peu une teinte brunâtre ; on la recouvre d'une 
lamelle et on dispose sur le bord une goutte d'ammoniaque un peu 
diluée. Par capillarité la solution ammoniacale arrive bientôt au 
contact de la coupe, et en suivant la réaction au microscope, on 
voit certaines cellules prendre une teinte rouge foncé qui par diffu- 
sion colore peu à peu toute la préparation. 

Cette réaction semblerait attribuable à la caféine. Elle se pro- 
duit avec les feuilles du Coffea, du Thea sinenais L. et les graines 
de Cola acuminata R. B, 

Nous croyons cependant qu'elle doit être attribuée à la présence 
du composé tannique. Elle se produit en elTet dans des conditions 
identiques avec les feuilles de l.Esculus Ifippocaslanum. De plus, 
les feuilles de caféier, de thé, les graines de kola soumises au 

(1) TyaAC.amonFf. Die gericht.-chem. Ermillelang. von Giflen, 3. Aut\.Gtilt\agen, 
l888. p. 197. 
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réactif de Sonnenschein peDdaal deux à trois secoodea, et pas- 
sées rapidement dans l'ammoniaque, donnent une réaction sem- 
blable à celle de l'esculine. 

Ce résultat pourrait paraître surprenant si nous n'avions pas fait 
remarquer au début les analogies existant entre l'esculine et l'acide 
caféique. Or l'acide cafétannique n'est qu'un glucoside spécial de 
l'acide caféique, et il est fort possible que ce soit ce composé qui 
donne une réation analogue à celle de Tesculine. 

Les feuilles de thé et les graines de kola donnent des réactions 
identiques soit par l'eau de chlore avec addition d'ammoniaque, 
soit par !a réaction de Sonnenschein; il est de toute vraisemblance 
que le tanin de ces végétaux possède une constitution chimique 
voisine de celle de l'acide cafétannique. 

En résumé, bien que la coloration rouge violacé obtenue par 
nous daos l'expérience précédente soit absolument identique à celle 
qui se produit in vitro par la formation de la mure^ide, nous ne 
croyons pas pouvoir la rapporter dans ce cas à la caféine. Ce sont 
les composés tanniques du café, du thé, de la kola, corps ayant 
une constitution identique ou voisineà celle de l'acide cafétannique, 
qui produisent cette réaction. Ajoutons eucore pour justifier notre 
hypothèse que les réactifs du tanin donnent des précipités abondants 
dans les cellules qui se colorent en rouge par l'action des réactifs. 

Nos recherches n'ont donc pas été plus positives que celles de 
Clautbiau ; mais, nous basant sur les résultats obtenus avec V/Es- 
culus Uippocaslanum, nous avons pensé que la caféine existait dans 
la plante combinée au tanin : cette opinion avait d'ailleurs été 
émise par Païen (i) en iS^g. 

Essais oblmlques en vue d'isoler le composé tannotde 
complexe dont la caféine serait un constituant. — Cher- 
chant de nouvelles bases pour confirmer cette hypothèse vraisem- 
blablement exacte, nous avons alors effectué les expériences 
suivantes : 

Première Expérience. — 5o grammes de thé verl concassé sont 
épuisés à froid par le chloroformejusqu'à ce que la solution chloro- 
formique passe incolore. Le dissolvant est ensui te distillé et le résidu 

(0 Payes, Sur la tnféinc Ann. de eliim. tt phy*., iHftQ, 3* »., XXVI, io8. " 
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repris à cbaud par 5 centimètres cubes d'acide sulfurique au i/io ; 
la solution sulfurique est filtrée pour la séparer d'une masse 
noire élastique s 'agglomérant sous l'agitateur, puis alcalinisée par 
l'ammoniaque et épuisée par le chloroforme. L'évaporationdela solu- 
tion chloroformique a fourni 0,069 *^^ caféine. Le Ihé provenant de 
l'épuisement chloroformique est alors additionné de 200 à 25o cen- 
timètres cubes d'eau et maintenu à l'ébullition une demi-heure. 
On évapore ensuite au bain-marie à siccité ; on sèche rapidement 
à l'étuve et on épuise à nouveau par le chloroforme. La solution 
chloroformique, traitée comme précédemment. laisse comme résidu 
o,52 do caféine. 

L'échantillon du thé renfermait donc i,i3S de caféine p. too. Ce 
composé était peut-être en petite quantité à l'état libre dans la 
plante, mais la plus grande partie s'y trouvait sous forme de com- 
binaison facilement dissociable par l'eau bouillante. Cette action 
particulière de l'eau avait été déjà signalée par Petit et Tebrat ( 1 ) 
dans un mémoire sur le dosage de la caféine. 

Deuxième Expérience. — On prend 3oo grammes de thé vert, que 
l'on épuise presque complètement par de l'alcool à 96", et on dis- 
tille la solution à sec dans le vide à la température la plus basse 
possible ; on obtient un résidu verdfltre qui est alors épuisé par du 
chloroforme absolument sec. Les solutions chloroformiques sont 
recueillies et distillées et donnent comme résidu une masse noire 
verdAtre élastique. Le produit non soluble dans le chloroforme se 
présente, après plusieurs lavages au chloroforme sec, sous la forme 
d'une poudre grise verdâtre donnant avec le perchlorure de fer 
une coloration vert intense. 

Malgré les pertes dues aux difficultés que l'on éprouve dans 
la fillralion des solutions chloroformiques, nous avons obtenu 
30 grammes de produit. 

On prend 5 grammes de ce composé, que l'on dissout dans l'al- 
cool absolu. 

On partage la solution en deux parties égales. Dans l'une ou ajoute 
immédiatement une solution alcoolique d'acétalc de cuivre qui 
précipite le composé lannique et on filtre ; l'autre, additionnée de 

(1) PtTiT et TennAT. Sur le dosage de la caféine dans le thé. Bull. Soc. 
chtm., 3- sér., l. XV, p. 8n-8i5, iStpO. 
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200 à 3oo centimètres cubes d'eau, est soumiEe à une ébullîtion pro- 
longée de deux à trois heures. Au bout de ce temps, le liquide est 
filtré et le précipité lavé à l'eau bouillante. Les solutions alcoolique 
et aqueuse sont évaporées, et le dosage de la caféine nous donne : 

Pour la solution alcoolique, o gr. 08 de caféine. 

Pour la solution aqueuse, o gr. 18 — 

La proportion de caféine contenue dans le résidu verdâlre pro- 
venant de l'épuisement au cliloroforme était de o gr. o4- 

Nous aurions donc dans l'extrait provenant de l'épuisement de 
3oo grammes de thé vert environ 2 gr. 5o de caféine. 

Ces déterminations ont été refaites plusieurs fois, et nous avons 
toujours obtenu des résultais analogues. 

Les chiffres indiqués dans les résultats précédents n'ont pas une 
valeur très grande. On peut se trouver en présence de variations 
assez grandes dans le rendement en caféine. Dans l'étal actuel de 
nos connaissances, ilesl difficile de déterminer les causes qui occa- 
sionnent ces différences. Au conlraire le rapport 1/2 des poids de 
caféine obtenu par le dosage des solutions alcooliques et aqueuses 
après le traitement indiqué e.st toujours invariable. 

Il semble donc que par l'ébullilion l'eau a détruit un composé 
qui cmpéchaitla caféine d'entrer en solution dans le chloroforme. 
Ce composé précipitant par l'acétate de cuivre est selon toute vrai- 
semblance un composé lannique. 

2" ExpÉniENCEs suH LE Kola acuminata. — On prend environ 
25o grammes de noix de kola fraîche el blanche que l'on découpe en 
tes laissant tomberau fur et à mesure dans del'alcool àgS' bouillant. 
On maintient l'ébullition pendant environ un quart d'heure. Après 
refroidissement, on retire la noix de kola, on la pulvérise au moulin 
et on épuise à nouveau avec une quantité suffisante d'alcool à 98°. 
Les solutions alcooliques sont évaporées dans le vide à la plus basse 
température possible et finalement 00 termine l'évaporation dans 
le vide sulfurique. Le résidu sec ainsi obtenu pesait 25 grammes ; 
on prélève 10 grammes de ce produit que l'on traite par le chloro- 
forme pendant quarante-huit heures ; la solution cbloroformique 
évaporée donne o gr. 162 de caféine. Le résidu non soluble dans le 
chloroforme est alors repris par l'alcool absolu, et il reste indissous 
un corps blanc ne donnant pas les réactions du tanin. 
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La solution alcoolique est alors partagée eo deux partiee égales. 
L'une est aussitôt traitée par l'acétate de cuivre dissous dans de 
l'alcool et Gltrée ; l'autre, après addition d'une certaine quantité 
d'eau et ébullition de quelques heures, est également précipitée par 
l'acétate de cuivre ; on filtre et on lave le précipité à l'eau bouillante. 
Le dosage de la caféine dans les solutions alcoolique et aqueuse 
iiltrées nous a donné : 

Pour la solution alcoolique, lo centigrammes de caféine ; 

Pour la solution aqueuse, 19 centigrammes. 

L'essai préliminaire fait sur environ 12 grammes de matière nous 
avait donné les quantités suivantes de caféine : 

Pour ta solution alcoolique, it centigrammes ; 

Pour la solution aqueuse, 20 centigrammes. 

La solution chloroformique, provenant de l'épuisement des 
12 grammes d'extrait sec, renfermait 3i centigrammes de caféine. 
Ainsi qu'on peut le voir, la solution aqueuse après ébullition donne 
Un poids de caféine qui est le double de celui qu'on relire de la so- 
lution alcoolique précipitée immédiatement par l'acétate de cuivre. 
C'est là un fait identique à celui que nous venons d'indiquer pour 
le thé et qui doit provenir de ce que la caféine est en partie combi- 
née eu tanin existant dans la noix de kola. 

Bien que cette hypothèsesoit vraisemblable, les résultats obtenus 
ne sont pas assez positifs pour permettre une affirmation. 

Nos recberches microcbimiques sur la localisation de la caféine 
n'ont donc pas été plus fructueuses que celles de Clautriau, et les 
expériences chimiques entreprises en vue de rechercher -s'il exis- 
tait une relation entre la caféine et le tanin de la plante ne per- 
mettent pas d'adopter une théorie avec cerlilude. 
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QUATRIÈME PARTIE 



CONCLUSIONS 



A. — L'esculîne peut facilement se localiser chez l'JEaculus Hip- 
pocaslanum au moyen de ia réaction de Sonnenschein. Cette réac- 
tion, qui s'applique à la recherche de ce glucoside chez le Pavia, 
conviendra de même k. d'autres plantes supposées contenir de l'es- 
culine, telles que, par exemple, la racine de Gelsemium. 

Ce réactif peut encore servir à la recherche microchîmique de la 
fustine, delà fraxine, de l'acide cafélannîque, corps de constitution 
chimique voisine de celle de l'esculîne ; toutefois, les réactions 
obtenues sont moins caractéristiques qu'avec ce dernier glucoside. 

Dans VJEsculas Ilippocastanum, l'esculîne se rencontre dans tous 
les organes delà pIaDte,à l'exception des (totylédonsetdcla radicule. 
Elle se localise en très petite quantité dans les parenchymes et les 
rayons médullaires, mais les tissus d'élecLion privilégiée sont Cépî- 
derme, Vendoderme, la périphérie de la moelle ; l'examen des 
coupes de feuilles très jeunes ou encore enfermées dansle bourgeon 
ne laissent aucun doute à cet égard. 11 est intéressant de faire re- 
marquer la localisation toute spéciale du glucoside dans l'assise 
externe périphérique de la moelle, assise qui se trouve au contact 
des éléments ligneux. Ce fait semblerait venir appuyer l'hypothèse 
des auteurs qui veulent comparer le rôle morphologique de cette 
assise périmédullaire à celui de l'assise endodermique. 

L'esculine ne se rencontre pas dans les tissus morts ni dans les 
cellules des méristémes. Elle existe dans les poils épidermîques, 
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les cellules stomatiques, mais fait défaut dans les cellules à oxalate 
de chaux, fibres, tubes criblés, vaisseaux du bois. 

Dans l'écorce delà tige la quantité d'cscutine va en augmentant 
du centre vers la périphérie. Le liber jeune en est totalement dé- 
pourvu. Le nombre des cristaux d'oxalale de chaux est naturelle- 
ment plus élevé à mesure que l'on s'éloigne du cambium. Lesrhyti- 
domes successifs en se détachant de l'arbre emportent une grande 
partie de l'esculine, tandis qu'une certaine quantité persistant dans 
le parenchyme siiué plus profondément ne sera éliminée que par la 
formation dune nouvelle assise subéro-phellodermique. 

Dans iécorcc flgéc de la racine, la localisation de l'esculine est 
identique à celle observée dans la lige ; mais dans la racine primaire 
elle se rencontre surtout dans l endoderme, le pénctjcle, le paren- 
chyme libérien. Il en existe 1res peu dans le parenchyme cortical et 
jamais dans les poils absorbants. 

L'esculine n'est pas un produit [direct de l'assimilation chloro- 
phyllienne : on n'en rencontre guère, en efTel, dans le parenchyme 
chlorophyllien ; et les cellules du collenrhyme sous-épidermique, 
riches en esculine, renferment très peu de granulations chlorophyl- 
liennes. La lumière ne joue aucun rôle dans la production de ce 
glucoside, puisqu'il se forme également dans les graines germée» à 
lobscurité. Toutefois, dans les organes aériens, l'esculine se trouve 
en plus grande abondance dans les parties ex|>osécs à la lumière. 

La graine, à l'exception des téguments, ne renferme pas d'escu- 
line ; mais dès les premiers symptômes do la germination on peut 
y signaler sa présence. Sa formation semble donc s'effectuer dans 
l'obscurité par les tran.sformaliona chimiques des substances de 
réserve accumulées dans l'embryon. 

Le fait que, d'une part, une grande partie de l'esculine est rejeléc 
parle rhytidome, et que, d'autre part, elle apparaît lors de la germi- 
nation dans des organes en voie de développement ne permettent 
pas d'envisager ce corps comme une matière de réserve. 

B. — Le tanin du marronnier se trouve localisé dans les mêmes 
cellules que l'esculine. 11 n'existe pas dans la graine (cotylédons et 
radicule) et apparaît concurremment avec l'esculine dès les pre- 
miers phénomènes de la germination. Il se rencontre dans tous les 
organes où l'on peut déceler l'esculine. 
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C. — Si l'on cherche à enlever l'acide esculitaonique par l'atcoot 
absolu, — véhicule dans lequel l'esculine est insoluble, — on ne 
peul plus retrouver cette dernière substance par voie microchi- 
mique ; elle est, en effet, disparue en même temps que l'acide escu- 
litaunique ; vraisemblablemenl elle doit être en combinaison faible 
avec ce lanin, et cette combinaison est solubte dans l'alcool. C'est ce 
composé (esculitannate d'esculine) que le traitement par l'alcool 
absolu fait disparaître. On s'explique aisément l'impossibilité de 
caractériser l'esculine, puisque celle combinaison l'a rendue so- 
luble, et aussi pourquoi les cellules donnent à la fois les réactions 
du lanin et de l'esculine. Ce produit tanno-glucosidique dissous 
dans l'alcool et précipité par l'acétate de cuivre ne donne que de 
faibles quantités d'esculine après élimination du cuivre el évapora- 
tioo de l'alcool. An contraire, le même produit traité d'abord par 
l'eau à l'ébullition, puis par l'acétate de cuivre, donne une solution 
qui laisse déposer après évaporation une quantité assez grande d'os- 
caline. 

En somme, il semble naturel de considérer le composé complexe 
tannique Itaain, glucose, esculétine) existant dans la plante comme 
une combinaison de l'esculine avec un composé ayant les réactions 
des tanins. Dans ces conditions, le giucoside existant dans les cel- 
lules apparaîtrait comme une combinaison bien définie d'esculine 
et du tanin et serait de l'esculitannata d'esculine. L'esculine elle- 
même résultant de la combinaison du glucose et de l'esculétine, 
il se rapprochei-allpar suite de ces doubles glucoaldesd'AweNC, 
signalés par cet auteur dans le Bhamnue frangula (i). 

Celte combinaison (Unîa, glucose, esculétine) est excessivement 
hygrométrique ei de plus se dédouble très aisément sous des in- 
fluences diverses, et le simple contact de l'eau bouillante suffit k 
opérer le dédoublement. 

D. — II est permis de conclure des recherches sur la fustine, la 
salicine, la fraxine, la caféine el sur les cinchona publiées anté- 
rieuremeot à c« travail, que beaucoup de composés : glucosides, 
alcaloidss, se trouTenl de même combinés totalement ou partiel- 
fil A^vvenc. Die leotiemiif éer wïrk«amen Beatandtcile vor Frangula, etc.-. 

Apothektr ZeUang. l. XVi, igoi,p. 357-359, 538-540. 
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Icment dans la plante avec un corps possédant les réactions du 
lânin. Ce composé tanno-glucosidique ou lanno-alcaloldique, 
véritable tanin physiologique élaboré par la plante, est toujours 
très soluble dans Teau, l'alcool, et, dans la plupart des cas, constitue 
le principe médicamenteux actif de certaines plantes médicinales. 
C'est de ce composé qu'on extrait par des méthodes chimiques les 
alcaloïdes ou glucosides à fonction chimique déterminée et quali- 
fiés principes actifs des végétaux. On ne sera donc pas étonné 
des différences d'action physiologique (pharmacodynamique) des 
alcaloïdes et de certaines préparations galéniques ONitenant le 
composé complexe primordial. 

La localisation des glucosides, alcaloïdes devient alors plus facilei 
puisqu'elle tend b se réduire dans la plupart des cas à la recherche 
du tanin. On pourrait peut-être tirer de ces considérations une mé- 
thode générale de localisation de ces composés ; mais il est indis- 
pensable auparavant de bien vérifier par des réactions microchi- 
miques que l'alcaloïde ou le glucoside et le tanin se trouvent 
simullanément dans les mêmes cellules. Nous avons vu que, dans le 
Dalphnealpina, leglucoside ne se trouve pas combiné avec du tanin. 
Il en est de même pour certains alcaloïdes comme nous avons eu 
l'occasion de l'observer dans certains cas au cours de dos études. 

La méthode osmotîque est celle qui donne les meilleurs résultats 
dans la recherche de localisation de ces composés tanniques. Les 
réactifs qui doivent être préférés sont : le bichromate de potasse, 
l'acétate de cuivre, le molybdalc d'ammoniaque, le réactif de Brœ- 
mcr, l'acétate d'urane. 

En général, ces composés alcaloïdiques ou glucosidiques sont 
surtout localisés dans Tépiderme, la zone sous-épidermique corticale, 
le phelloderme et )e région péri médullaire. Les parenchymes divers 
en renferment seulement de petites quantités. 



Ces résultats indiqués, il nous resterait à envisager le rdle phy- 
siologique des alcaloïdes et des glucosides, Sont^ce des produits 
d'excrétion ou jouent-ils le rôle de substance de réserve 7 Les deux 
opinions sont soutenues avec des arguments sérieux, de sorte qu'il 
est assez difficile de se prononcer. 
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Sachs ( i ), Pfeffer (3), Errera (3) coasidèrent les alcaloïdes comme 
des déche(s qui peuvent secondairemeal servir pour la protection 
de la plante. Clautriau (4), dans différents mémoires, admet et 
défend avec énergie cette hypothèse. Heckrl (5) professe une opi- 
nion contraire, et le premier il s'attache à la démontrer expérimen- 
talement. Ce sont ses travaux qui sont toujours invoqués par les 
partisans de celte théorie et en particulier par Barth (6), qui a repris 
les expériences d'HEcxEL. 

Clautriau réfute l'opinion d'HECKEL et de Gaucher, qui consi- 
dèrent la caféine comme un aliment de la plante ; il réfute égale- 
ment les expériences de Heckel et de Barth sur la germination du 
Dalura slramonium et établit que l'alcaloïde contenu dans les 
graines ne peut guère être considéré comme une substance de 
réserve par suite de la localisation spéciale de ce produit, qu'il n'est 
pas nécessaire à la germination et qu'enfin, au début du dévelop- 
pement de la plante, on observe non une utilisation, mais une pro< 
duction d'alcaloïde. 

Albo (7) considère comme produit de réserve la solanine, gluco- 
side existant dans divers Solanum ; il a constaté que, pendant la 
première période de la vie de la plante, la solanine disparaissait 
peu à peu, aussi bien à la lumière qu'A l'obscurité ou dans une 
atmosphère privée de CO*, comme si elle constituait une réserve 
nutritive. 

(i) Sachs. Vorletangen uber Pflanzenphytiologie, p. îgô, )88a. 

(a) Pfepfrr. Ppanzenphyiiologie, II. Auft., p. 399 et 499, 1897, 

(3) Errera. Enicacité den structures déreonives des piantes. Bail. Soc. roy. 
bol. Belgique, t. XXV, 1886, 

(i) G. Cl AUTRIAV. L'azote dans leB capsules de pAvol.Bull. de ta Soc. belge 
de microteopie, t. XVIII, p. 80-93, 189a. 

G. Clautriau, Localisation et signlficalion des alcaloïdes dans quelques 
graines. Ann. de la Soc. belge de microsc, t. XVIII, p. 35-5^, 189Î. 

G. Ci-AUTn[AU. Nature et signiQcation des alcaloïdes végétaux, toc. cil. 

(h) Ed. Hbckel. Sur l'utUisation el lea trausrorniations de quelques alca- 
loïdes dans ta graine peadant la germination. C. R. Ae. Se, t. CX, p. 88-90, 
1890. 

(6) H. Barth. Studien uber den mikroch. Nachweis von Alkaloiden in Arz- 
neidrogen. Loc. cil. 

(7) Albo. Sulla funzione flsiologica délia Sotanina (tiré de A. Bonzi). 
Conlrib. Biolog. uigil., vol. Il, raec.lll, 1899. In Clautriau. Nal. el tignipeat. 
des alealoîdet, p. 98. 
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Il a remarqué que, dans la suite, elle réapparaisiiail au cours du 
développemeut normal de la jeune plante, alors que l'assimilation 
du carbone s'tStail manireslée. Il admet donc que la solanine est 
un véritable produit de réserve. 

Ses recherches ne sont pas complètement d'accord avec celles de 
Molle (i), qui a étudié le même sujet ; et Clautmau fait remarquer 
avec juste raison que l'examea microchimique n'a pas été conlrMé 
par une analyse chimique. Pendant la germination, la concentra- 
tion de l'alcaloïde peut varier dans la cellule mCme, suivant la 
quantité d'eau absorbée et, par suite, la réaction microchimique élre 
plus ou moins intense. Les résultats obtenus par voie roîcrochi- 
inique ne peuvent avoir de valeur réelle sur la teneur quantitative 
en solanine qu'autant que l'analyse sera venue les confirmer. 

Il faudrait, pour attribuer aux alcaloïdes le râle de réserve, que 
la plante, mise dans l'impossibilité d'assimiler ou d'élaborer de 
nouveaux matériaux azotés, puisse utiliser ses alcaloïdes, comme 
on l'observe pour l'amidon chez une plante mise dans un milieu 
privé d'acide carbonique. 

Or les expériences de ce genre entreprises par Clauthiau sur le 
Papaver somniferum «l l'Atropa BeUadona ont montré que l'alca- 
loïde reste dans la plante tant que celte dernière ne dépérit pas. 

Les essais de nutrilion des plantes au moyen de solutions azotées 
ont toujours donné un résultat ncgatir. Mahcet (a) et Shulber (3) 
avaient remarqué l'action nuisible des solutions d'alcaloïdes sortes 
plantes. Knop et Wolf (4) constatent aussi leur inutilisation, tandis 
que Réveil (5) prétend que l'atropine est un véritable engrais. 



(i) Molle. Loe. cit. 

(2) Marcbt. De l'action des poisons sur le règne végétal. Ann. de e/iim. el 
phf/t., t. XXIX, p. ^oo-xô. i8a5. 

(3) ScuuLBER. Untersuch. ûber die Eiawlrkung verschiedeoer Stoffe des 
organischen nnd unorgaDisclien Reiches auf das Leben der Pdanzen. Fhra, 
t. Il, p. 753, iSa;. 

(41 Kndp u. Wolp. Notiz. aber die alickstollbaUigen Natirungemittel der 
PSanzen. Die laaduirltch. Venuetiul., t. VII, p. 3o8, 186&. 

(5) RÉVEIL. Rtehtrthtê dt phi/tiolûgit négélaU. Action dtt poUoru »w k* 
planUi. Lyon, i865. 
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' Malheureusement, les espériences de ce dentier auteur n'ont pu 
■Ure répétées par Marcacci (t ) et de Vahigny (2). 

11 semble donc que l'atropine ne favorise pas le développement des 
-jeunes plantes; il en est de même des autres alcaloïdes, ainsi que le 
-prouvent les travaux de de Toni et Mach (3) et d'Oxro (4). 

- Le rAle physiologique des tanins est encore moins bien connu. 
.fiuBfi-les considère comme matière de réserve. Gubler (5) prétend 
que le tanin se transforme en sucre dans les végétaux et principa- 
lemenl dans les feuilles de thé. FiuLor. et Chatin (6) ne croient 
pas à cette transformation et les considèrent comme un aliment 
respiratoire ; leur théorie a été depuis reprise par Wabming (7) et 
Gerbeh (8). 

- Depuis 1875 il existe donc un double courant sur le râle phy^o- 
'logique de ces principes immédiats. Les uns, suivant Sachs (9), 
Gabdinhii ( 10), Chabbonnel-Saixe ( 1 1 ), en font des produits d'excré- 
tion ; les autres, avec Hartig (1) et Wiganq (2), en font des pro- 
duits servant à la nutrition. Pour Scheli. (3), les deux opinions 
peuvent se soutenir suivant le végétal considéré. 

(1) Marcacci. L'axlooe degli alcatoidi ne) regno végétale et animale. Annali 
dichimîea farmacologiea. Milano, 1S67. In Clautriau. Nal. el tîgnifteat. <b( 
alcaloldrg, p. io3, 

(2) De Varignt. L'alropine esUelte un engrais végétal 1 Btoue géniraU de 
bolaniqae, l. IV, p. ^vj-^^o, 1893. 

(3) De Toni el Mach. Sopra l'influenia esercitata dalla nicotina e dalla aols- 
nina sulla germogliazione dei semi di labacco. BoU. d. r. Intlilulo bol. d. 
Vniuertila Parmentt, p. 63, tSgS. Parroa, in (Clautriau. Nal. el ilgniflcal. de» 
alcaloïde», p. io3. 

(4) R. Otto. Welchen EinfluBa haben StrychnInlOsuDgen auf die Entwick- 
lung von Pnanzen. Nalttrt». Woeheiuch., I. IX. p. 62$, iSgi. 

(5) Gubler. Bail. Soe. bol., t. XI, p. i6i-i8a. (Diecunalon entre Gubler et 
Chatin), 1S64. 

(6| Chatin. Études sur la reepiraUon des rruUs. C. B. Ae., Se., t. LVIII, 
p. 576-679, 1864. 

(7J WAimiNG. Beobacht. ûb. Pflanz. mit ûberwinter. Laubbifitler. Bolao. Cen- 
lraib.,l. XVI, p. 350-351, 1683. 

(S) C. Gerber. RAle des tanins dans les plantes et plus particulièrement 
dans les fruits. C. B. Ae. Se., t. CXXIV, p. 1106-1108, 1897. 

(9] Sachs. Mikrosk. Untersuch. Physiotog., Untersuch. Ob. Keiroung d. 
Scbming bohne, Sitzb. Ak. Wiat. WUn, XXXVI. p. 23, XXXVll, p. 57. 

(10) Gaboiner. Proeedingt of Ihe Cambridge phyilological Soeiely, vol. IV, 
p. 393. 

{11) Charbon M EL-R ALLE. Becherche» *ur le rôle phgtiologique du tanin dan» 
le» uigilaax. Th. Se. Paris, 1881. 3i p. in 8". 
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Dans soD IrèB iotéressant travail, G. Kraus (4) admet que le 
tanin est un <• produit quotidien de la feuille n.saos toutefois prendre 
parti pour une théorie. 

D'ailleur», il n'est guère probable que la question soit si rapide* 
ment tranchée ; de nombreuses discussions sur ce sujet sont i pré- 
voir et avant de pouvoir conclure enr faveur de l'une ou de l'autre 
opinion, il est nécessaire d'accumuler un très grand nombre de faits. 

Bien que nos expériences sur l'esculiae ne nous permettent 
guère d'envisager ces corps : alcaloïdes, glacoside», tanins, comme 
des substances de réserve, il est indispensable, avant de nous rallier 
entièrement aux idées de Clautbiau, de répéter des expériences ana- 
logues sur un plus grand nombre de plantes. C'cstdonc un ensemble 
de faits que nous apportons aujourd'hui, nous proposant d'entre- 
prendre de nouvelles recherches en vue d'élucider cette ques- 
tion ; l'étude de la relation existant entre les tauins et les alcaloïdes 
et glucosides ; la connaissance exacte de la composition chimique 
de ces corps avancera beaucoup la solution de ce problème. Si le 
dernier mot appartient aux analyses chimiques, il est d'ores et déjà 
facile de se rendre compte des réels services que pourra rendre la 
méthode suivie dans nos recherches aurlJEscalus Hippocastanum, 

En permettant de s'assurer du siège exact de ces composés, de 
les suivre pas A pas dans la plante, de les déceler par un examen 
rapide et sûr dans les organes les plus délicats, elle deviendra alors 
l'auxiliaire indispensable de la méthode chimique. 

(i) Hartic. Weitere HiltheiluDgen das Gerbm«thl betrefTead. Bol. Zell., 
XXin, p. 5ï57, p. i37-a38, i865. — asMft/o/Td. fiicAe, (o pages In*. Ct Anal, 
a. Phjfthl. d. HoligewSchte, p. 119, 1876. 

(a) WiGAND. SiU d. Cfaina-Alkalolde el SBtze Qb. physiol. Bedeut. d. Gerb* 
sloffs. Bol. ZeU., l. XX, p. afi. 

(3) Shell. Phytiol. UnlertiUi. d. GerbtaUrt. ~ PflanienpbfBloli^e, t I, 
p.3o5. 

(4) G. Kraus. Grundlinkn ta elner P/igiiologU de* Gerbilofft, iD-S*. I.eip- 
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